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Uber den Einflu8 der Schilddriisenfunktion 
uf Wachstum, Lebensdauer und Gesamtkohlen- 
ydratstoffwechsel bei experimentellem Skorbut. 

Von 
S. Thaddea und F. Seharsach. 
(Aus der II. Medizinischen Universitatsklinik der Charité in Berlin.) 
(Eingegangen am 23. Marz 1940.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Die bis vor kurzem erfolgte getrennte und unabhangige Bearbeitung 
es Hormon-Vitaminproblems wird in den letzten Jahren durch eine 
ehr synthetische Betrachtungsweise abgelést [Ammon und Dirscherl (4), 
"haddea (46), Stepp, Kiihnau und Schroeder (42)|. Die fundamentalen 
ebensvorginge (Wachstum, Entwicklung, Fortpflanzung, Resorption, 
\ahrstoffverarbeitung) sind mehr oder minder von der regulatorischen 
itarbeit sowohl der Inkrete wie der Ergainzungsstoffe abhangig. Die 
eststellung endlich, daB einzelne Vitamine fiir manche Tierarten fast 
benso als Hormone bezeichnet werden miissen, ist das wichtigste 


orschungsergebnis der letzten Zeit [ Micheel (29)]. 


Seit langem sind die Wechselbeziehungen der Schilddriise zu anderen 

Vrganen innerer Sekretion bekannt [Hoff (19)]. Je tiefer die Forschung 
die auBerordentlich verwickelten endokrinen Wechselbeziehungen 

indringt, welche die innersekretorischen Organfunktionen und damit 
lie wichtigsten LebenséuBerungen des Organismus beherrschen, desto 
aufiger werden antagonistische Wirkungsmechanismen zweier oder 
mehrerer endokriner Organe aufgedeckt. Die nahe chemische und 
unktionelle Verwandtschaft der Vitamine zu den Hormonen macht 
ps erklarlich, da auch von seiten der Erganzungsstoffe entscheidend 
n hormonale Wirkungsbereiche eingegriffen werden kann. In der fast 
niibersehbar groBen Vitaminliteratur werden immer wieder klinische 
und experimentelle Beobachtungen angefiihrt, die dem Vitamin C' eine 
untagonistische Wirkung zur Schilddriisentatigkeit zuschreiben. 

Bei hyperthyreotischen Tieren und Basedowkranken bewirkt 
Ascorbinsaurezufuhr Absinken des erhéhten Blutjodspiegels, gleichzeitig 
werden Basedowkranke durch Vitamin C-Gaben in ihrem Allgemein- 
ustand erheblich gebessert [Léhr (26), Norviit (33).] Die bei tier- 
experimenteller und menschlicher Hyperthyreose sehr haufige Kreatin- 
urie 1aBt sich durch langere Verabreichung gréBerer Mengen von Vita- 

Biochemische Zeitschrift Band 305. 8 














S. Thaddea u. F. Scharsach: 





110 


min C unterdriicken [Fischer und Oehme (14), Steffen und Zois (41), = 
von Plehwe (35)}. Auch nach Entfernung der atherléslichen ,,Pseudo- Jytc 
kreatinin‘‘-Stoffe [Linneweh (25)] bestatigt sich, daB Ascorbinsiure die [vel 
hyperthyreotische Kreatinurie beseitigt [von Plehwe (36)]. Knipping und B ind 
Kowitz (22) haben festgestellt, da8 durch Zitronensaftzufuhr bei Skorbut- [Ber 
kranken der vorher gesteigerte Gaswechsel vermindert wird. Die im ‘fpen 
Tierversuch durch Schilddriisenhormongaben erzeugte Hyperthyreose [gurc! 
fiihrt zu deutlicher Abnahme des C-Vitamingehalts verschiedener P| 
Organe [Thaddea und Runne (48), Sure und Theis (44)]. Die Beob- Fpent 
achtung der Entwicklung von Kaulquappen zeigt aber, da selbst eine fRishe 
schwache Wirkung des Thyroxins durch Vitamin C im Kaulquappen- [finde 
versuch nicht beeinfluBt wird [Schroeder und Dormann (40)]. Die Fyieru 
Lebensdauer von Meerschweinchen wird hingegen durch Thyroxin- Pjestr 
injektionen abgekiirzt, durch Ascorbinsaéuregaben wird die Uberlebens- Bkor! 
zeit der thyroxin behandelten Tiere verlangert [Oehme (34)]. Die gly. Qpder 
kogenherabsetzende Wirkung des Schilddriiseninkretes wird durch “Jeerar 
gleichzeitige Verabreichung von VitaminC gehemmt [Demole und [chor 
Ippen (11), Hirsch (18), Nespor (32)]. Bei Ratten la8t sich die durch [eber 
Thyroxinzufuhr bewirkte Kreatinurie durch zusatzliche Ascorbinsiure- PReha 
gaben unterdriicken [Fischer und Oehme (14)]. Der gesteigerte Grund- Rist 
umsatz skorbutischer Meerschweinchen sinkt auf Verabreichung von [PRerul 
Vitamin C auf normale Werte ab [Mosonyi und Rigé (31), Mosonyi (30)|. Fyaku 
Andere Autoren [ Abderhalden (1), Jarussowa (21)| beobachteten dagegen FJ 
bei skorbutkranken Meerschweinchen eine allmahliche Erniedrigung des [Horn 
Gaswechsels, nach Verabreichung von Orangen- oder Zitronensaft Pynin ( 
stieg jedoch der Grundumsatz maBig an. Nach Untersuchungen von Rich 
Kreitmair (23) verstarkt bei Ratten Vitamin C in kleinen Dosen die [Fise 
gasstoffwechselsteigernde Eigenschaft des Schilddriisenhormons, in fpré 
groBen Dosen setzt es sie aber herab. 
Bei Hyperthyreosen kommt es zu fehlender Mehrausscheidung von «fj 
‘Vitamin C im intravenésen Belastungsversuch ; diese St6rungen miissen 
als Zeichen einer C-Hypovitaminose im hyperthyreotischen Organismus 
angesehen werden [Thaddea und Runne (48)|. Beim Myxédem wird 
offenbar als Ausdruck der Sattigung der Vitamin C-Depots nach intra- 
vendéser Ascorbinsaurebelastung eine gesteigerte Vitamin C-Ausscheidung 
beobachtet [Thaddea und Runne (48)]. Es steht also fest, daB unter der 
Einwirkung des Schilddriiseninkretes im Anschlu8 an die primaire 
Stoffwechselsteigerung sekunddr ein erhéhter Vitamin C-Verbrauch mit 
den charakteristischen Zeichen der Abnahme der Vitamin C-Reserven 
in den Organen des tierischen und menschlichen K6rpers erfolgt. Um- 
gekehrt ist im schilddriisenlosen Organismus infolge des erniedrigten 
Stoffumsatzes der Vitamin C-Verbrauch herabgesetzt, wodurch der 
Anstieg der Vitamin C-Reserven in den Organen seine zwanglose Er- 
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irung findet. Am Starlingschen Herz-Lungenpraparat durchgefiihrte 
ntersuchungen der muskularen Leistungsfahigkeit des Herzens haben 
rgeben, daB Ascorbinsdurezufuhr die durch Thyroxinvergiftung ge- 
ninderte Leistungsfahigkeit des Katzenherzens wieder beseitigen kann 
[Berg (7)]. Ebenso laBt sich die durch Thyroxinzufuhr am Meerschwein- 
ghenherzmuskel erzeugte Verminderung der Adenylpyrophosphorsaure 
; urch gleichzeitige Vitamin C-Verabreichung verhindern [Berg (7)}. 
' Die Ansichten iiber die Morphologie der Schilddriise beim experi- 
mentellen Skorbut und ihre Beeinflussung durch das Vitamin C sind 
pisher nicht einheitlich. Nach Untersuchungen von Terbriiggen (45) 
findet sich bei C-Avitaminosen im Meerschweinchenversuch eine Akti- 
yierung der Schilddriise, die sich durch gleichzeitige Ultraviolett- 
bestrahlung noch steigern 1aBt. Das Schilddriisenepithel ist beim 
‘korbut gegeniiber den Kontrollen héher, das Kolloid stark vakuolisiert 
oder verfliissigt; gleichzeitig beobachtet man eine starke Glykogen- 
erarmung der Leber. Die Aktivierung der Schilddriise findet sich 
schon im Beginn der C-Avitaminose und die Glykogenverarmung der 
Leber wird erkennbar, bevor eine Gewichtsabnahme eintritt. Durch 
Behandlung der skorbutischen Meerschweinchen mit Ascorbinsaure 
jit sich eine deutliche Glykogenanreicherung in der Leber und eine 
; eruhigung der Schilddriise (flaches Follikelepithel, dickes und wenig 
vakuolisiertes Kolloid) erzielen. 
| Die Aktivierung der Schilddriise durch kleine Dosen thyreotropen 
Hormens lat sich durch hohe Ascorbinsauregaben verhindern. Vita- 
min C ist also in der Lage, den unter thyreotroper Hormongabe vor 
fich gehenden histologischen Umbau der Schilddriise zu hemmen 
[Fischbach und Terbriiggen (13), Sturm und Mitarbeiter (43)]. Bei 
proBeren Dosen des thyreotropen Wirkstoffes der Vorderhypophyse hat 
die Ascorbinséure keinen EinfluB auf das Schilddriisenbild, wohl aber 
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Glykogenmobilisation. Fischbach und Terbriiggen (13) nehmen an, daB 
Ps sich bei der glykogenstabilisierenden Wirkung des Vitamin C um 
einen selbstandigen, nicht iiber die Beeinflussung des Schilddriisen- 
thormons laufenden Vorgang handelt. In Ubereinstimmung mit Ter- 
briiggen (45) haben auch andere Autoren [Abercrombie (3), Marine und 
Mitarbeiter (27)] gezeigt, daB beim experimentellen Meerschweinchen- 
tkorbut histologische Veranderungen der Schilddriise auftreten, die im 
Kinne einer Funktionssteigerung zu deuten sind. 

Im Gegensatz hierzu soll die Skorbutschilddriise nach den Angaben 
yon Schéber (39) gegeniiber der Normalschilddriise zwar etwas ver- 
groBerte Zellklassen aufweisen, die Unterschiede sollen aber so gering- 
ligig sein, daB von einer eigentlichen Aktivierung der Schilddriise bei 
Bkorbut nicht gesprochen werden kann. Dariiber hinaus kann die 
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Wirkung von thyreotropem Hormon auf die Aktivierung der Schilddriise 
gemessen an der Zellhéhe des Schilddriisenepithels, durch Vitamin 
nicht unterdriickt werden. Tierexperimentelle Untersuchungen yo) 
Schneider und Widmann (38) zeigen ebenfalls, daB es nicht gelingt, dif 
Wirkung des thyreotropen Hormons auf die Schilddriise durch Ascorbip.§ 


siure abzuschwachen oder gar aufzuheben. Da iiberdies die durch dey 
thyreotropen Wirkstoff der Vorderhypophyse bedingte Stoffwechsel. 
steigerung durch zusatzliche Vitamin C-Gaben nicht verhindert werdey 
kann, kommt dem Vitamin C eine antithyreotrope Eigenschaft nic}; 
zu {EKitel (12))}. 

Die im Schrifttum sich widersprechenden Angaben iiber diese, 
Fragenkreis haben bis jetzt noch keinerlei Klarung bringen kénney, 
Die gegensatzlichen Versuchsergebnisse diirften groBtenteils auf unn. 
reichender Untersuchungstechnik beruhen. Die vorliegende Arbeit hat 
sich daher zum Ziel gesetzt, die Beeinflussung des Wachstums, der Lebens. 
dauer und des Gesamtkohlenhydratstoffwechsels von skorbutischen Mec. 
schweinchen bei Anderung der Schilddriisenfunktion mittels physikalisehy; 
und chemischer Methoden zu bestimmen. 


II. Methodik. 


Als Versuchstiere dienten auf Skorbutkost gesetzte mannliche Meer. 
schweinchen in gutem Ernahrungszustand von etwa 300 bis 350 g Korper. 
gewicht. Das Alter der Tiere betrug 6 bis 8 Wochen. Die Meerschweinchenf 


erhielten nach den Angaben von Bomskov (9) Heu, Hafer und Milch sterilisiert 
ad libitum. Der Hafer wurde auf flachen Schalen im Trockenschrank 24 bis 


Vollmilchtrockenpulver (125g) wurde in einem Liter Wasser heii gelést 


und mit NaOH schwach alkalisch gemacht, darauf wurde durch die nochf 
heiBe Lésung 1 Stunde lang ein kraftiger Luftstrom geleitet. Nach denf 


Abkiihlen wurde der alte Sauregrad wieder hergestellt. 


Das Schilddriisenhormon wurde taglich in Form des Thyroxin- Roel’ 
(1 mg pro kg Tier) intraperitoneal gespritzt. Die Einzelheiten hieriiber siniff 
weiter unten bei den entsprechenden Abschnitten angefiihrt. In anderen} 
Untersuchungsreihen wurde die Schilddriise vollstandig entfernt, nach de: : 
Schilddriisenexstirpation waren stets die Zeichen vollkommener Athyreo~ 
nachweisbar. Das Gewicht der Tiere wurde regelmaBig in Abstanden vonf 


3 Tagen kontrolliert. 


Die Leber- und Muskelglykogenbestimmungen wurden mit der erforder- 
lichen Schnelligkeit nach der von Frank und Forster (17) angegebenesf 
Modifikation des Pfliigerschen Verfahrens ausgefiihrt. Zur Muskelglykogen- 
bestimmung wurde der M. tibialis anterior verwandt, und zwar immer (de i 


unverletzte und an den Sehnen herausgeschnittene Muskel. 


Von entscheidender Bedeutung fiir die richtige Bestimmung des Leber 
glykogens ist die Entnahme des Materials aus der gut durchbluteten Leb: 
des lebenden Tieres und die sofortige Unterbrechung diastatischer Prozes« f 
Wir haben die entnommenen Leberproben genau so wie die Muskeln soforff 
nach der Herausnahme in fliissige Luft geworfen, in der sie sogleich gf 
frieren. Die gefrorenen Leberstiicke und Muskeln wurden auf der Mikiofh 
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waage rasch gewogen und dann nach dem Pjliigerschen Verfahren weiter 
yerarbeitet. Die Leberglykogenuntersuchungen wurden zum g1é6Rten Teil 
in Einfachbestimmungen festgestellt wurde. 

Die Milehsdurebestimmung im Muskel erfolgte nach der kolorimetrischen 
Methode von Laszlo und Dische (24). Die kolorimetrische Methode ist bei 
Serienuntersuchungen der Titrationsmethode (Hirsch-Kauffinann) vor- 
zuziehen. 

Die Bestimmung des Kreatinins bzw. Kreatins im Urin geschah nach 
der von Autenrieth und Kénigsberger (3) angegebenen Modifikation der 
Folinschen Methode (15, 16). Die GréBe der Kreatinausscheidung wurde 
jeweils unmittelbar in Milligramm Kreatinin angegeben. 

Den Ascorbinsduregehalt in den Organen bestimmten wir nach der von 
Martini und Bonsignore (28) ausgearbeiteten Methylenblaumethode. Dieses 
titrimetrische Verfahren beruht darauf, daB das Methylenblau bei starker 
Belichtung von Ascorbinséure reduziert wird. Die Methylenblaumethode 


! bietet nach Ammon und Hinsberg (5) betrachtliche Vorteile gegeniiber dem 


Bestimmungsverfahren mit Dichlorphenol-Indophenol. Der Umschlags- 
punkt ist klarer erkennbar und vor allem ist diese Methode selektiver, da 
die Sulfhydrilverbindungen in saurer Lésung als Stérungsfaktoren aus- 


' scheiden. Auf weitere methodische Einzelheiten sind wir an anderer Stelle 


Thaddea und Hoffmeister (47)] naher eingegangen. 


Ill. Tierexperimentelle Ergebnisse. 
1. Verhalten des Wachstums und der Lebensdauer skorbutischer Meer- 
schweinchen mit und ohne Vitamin C-Zufuhr. 

Wir haben zunachst gepriift, wie sich die Gewichtskurve von Meer- 
schweinchen bei Skorbutkost mit und ohne Ascorbinsiurebehandlung 
verhalt. Unsere Untersuchungsergebnisse sind in Abb. 1 zusammen- 
gestellt. 





450 
J 





+-Normattere 





_—+ 











i age ER eae ay 
Sew T—" Shorbuttiere m. Vitl-Lutuhr 


Pe. | 
“ a | 


| ti, AR 


| | | eo. * 


Skorbuttiere ohne Vit Citi 

















4 


| | 
} 


























ae | 
0 $2 S&S fF: 2 2 FF 
Tage 
Abb. 1. Wirkung von Normalkost und von Skorbutdiiit auf Gewichtskurve und Lebensdauer 
normaler Meerschweinchen. 

Meerschweinchen bei Normalkost (Mittelwerte aus 5 Versuchen). 
Meerschweinchen bei Skorbutdiiit ohne Vitamin C-Zufuhr (Mittel- 
werte aus 10 Versuchen). 

Meerschweinchen bei Skorbutdiiit + Vitamin C-Zufuhr (Mittelwerte 
aus 9 Versuchen). 
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Wie aus Abb. 1 hervorgeht, tritt bei zehn Meerschweinchen. «j 
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Abb. 2. Meerschweinchen bei Skorbutdiit mit und ohne Vitamin C-Zufuhr. 
a normales Kontrolltier. 
b Skorbuttier ohne Vitamin C-Zufuhr. 


c Skorbuttier mit Vitamin C-Zufuhr. 
15mg Ascorbinséure intraperitoneal erhielten, durchschnittlich un ty 
59g an. Die auf Skorbutkost gesetzten Tiere gehen in der Regel am On 





28. Tage zugrunde, wahrend die mit Vitamin C gespritzten Meer auf 
schweinchen sowie die Normaltiere weiter am Leben bleiben. Auf 





fallend ist, daB& bei den Skorbuttieren nach etwa 2 Wochen dir = 
FreBlust abnimmt und die Munterkeit nachlaBt. Am 22. bis 25. Tage — lia 
wird das Fell struwppig und unsauber, die Tiere kénnen sich nur noc! aabe 
mithsam fortbewegen und sitzen entweder unbeweglich da eder liegen pes 
apathisch auf der Seite. Diese Symptome werden bei den Kontrollen as 
und den mit Vitamin C gespritzten Skorbuttieren vermiBt (Abb. 2 | ding 
o”r r ' beha 
?. Verhalten des Wachstums und der Lebensdauer hyperthyreotische; Bik 
Skorbuttiere. ; 
elnst 


Friiher konnte der Nachweis erbracht werden, daB die durch F dem 
Schilddriisenhormonzufuhr erzeugte experimentelle Hyperthyreose 20 F pest, 
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ee B scutli her Abnahme des Ascorbinsaiuregehalts verschiedener Organe 
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A 135 g | Skorbutkost gesetzter Meerschweinchen. Abb. 3 gibt einen Uberblick iiber 
taclicl 


F wichtigen Vitamin C zu steigern und dadurch eine Verminderung der 
‘Vitamin C-Reserven im Organismus hervorzurufen. Im Hinblick auf 
| diese tierexperimentellen Ergebnisse war nun von besonderem Interesse 
‘die Frage des Einflusses intraperitonealer Thyroxinzufuhr (1 mg pro kg 


die Gewichtskurven und die Lebensdauer von mit Schilddriisenhormon 
behandelten Normal- und Skorbuttieren. 
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Abb. 3. Wirkung von Thyroxinzufuhr (1 mg pro kg Kérpergewicht) auf die Gewichtskurve 
und die Lebensdauer von Normal- und Skorbuttieren mit und ohne Vitamin C-Zufubr. 
fe Meerschweinchen bei Normalkost und Thyroxinzufuhr (Mittel- 
werte aus 4 Versuchen). 
——— — — — = Meerschweinchen bei Normalkost, Thyroxin- und Vitamin C-Zu- 
fubr (Mittelwerte aus 5 Versuchen). 
wee ener ee eeeeee Meerschweinchen bei Skorbutkost und Thyroxinzufuhr (Mittel- 
werte aus 5 Versuchen). 
‘+ -—— ss Meerschweinchen bei Skorbutkost, Thyroxin- und Vitamin C- 
Zufuhr (Mittelwerte aus 5 Versuchen). 


Abb. 3 zeigt, daB auf Normalkost gesetzte hyperthyreotische Tiere 
4 Meerschweinchen) bei einer durchschnittlichen Lebensdauer von 
»21 Tagen im Mittel 88 g an Gewicht abnehmen. Demgegeniiber fallt 
‘auf, daB mit Thyroxin gespritzte Meerschweinchen (5 Tiere), denen 
;neben Normalkost zusitzlich Cebion (1,5mg pro kg Kérpergewicht) 
‘intraperitoneal verabreicht wurde, eine Verlangerung der Lebensdauer 
‘(um durchschnittlich 11,3 Tage) und eine geringere Gewichtsabnahme 
aufweisen. Wahrend hyperthyreotische Tiere bei Normalkost ohne 
| Ascorbinséurezufuhr innerhalb von etwa 2] Tagen durchschnittlich 88 g 
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'dingungen (innerhalb von 21 Tagen) bei den gleichzeitig mit Vitamin C 
or 'behandelten hyperthyreotischen Normaltieren deutlich niedriger (im 
| Durchschnitt 55g). Die vorliegenden Versuche zeigen somit in Uber- 
‘einstimmung mit den Befunden von Oehme (34), daB offenbar zwischen 
idem Schilddriiseninkret und Vitamin C antagonistische Beziehungen 
| bestehen. 
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Um diese allgemeinen Zusammenhinge zwischen Schilddriis¢y 
funktion und Vitamin C noch weiter zu erforschen, haben wir de; 
Einflup der Thyroxinzufuhr bei experimenteller C-Avitaminose mit un 
ohne Ascorbinsdurezufuhr untersucht. Bemerkenswert ist hierbei, da; 
Skorbuttiere bei gleichzeitiger Schilddriisenhormonverabreichung ei, 
besonders starke Gewichtsabnahme (im Mittel um 145 ¢) und ein 
betrachtliche Verkiirzung der Lebensdauer (im Durchschnitt 10 Tage 

aufweisen (Abb. 3). Im Gegensat; 

hierzu bewirkt tagliche Vitamin ( 

Zufuhr (1,5 mg pro kg Korper. 

gewicht) bei hyperthyreotische; 

Skorbuttieren unter den gleiche; 

Bedingungen einen weniger starke) 

Gewichtsabfall (55 ¢ in 10 Tagen 

und eine lingere Uberlebensdawe: 

(im Mittel 22 Tage) (Abb. 3 und 4 

Von besonderem Interesse e 
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wichtskurven und die Lebensdaw 
Abb. 4. ciliates ens mit und soleher I ence ogee <i daa : 
ohne Vitamin C-Gaben bei experimentellem geht hervor, da®B die Wachstums 
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Abb. 5. Gewichtskurve und Lebensdauer von Meerschweinchen, die 2 Wochen nach Begi! 
der Skorbutkost Thyroxin (tiglich 1 mg pro kg Kérpergewicht) mit und ohne Vitamin ‘ 
erhielten. 





tischer Skorbuttiere durch Vitamin C-Gaben abgeschwacht werde! 
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wurde, 3 Tage nach Beginn der Thyroxininjektionen sterben und 
dabei durchschnittlich 80 g an Gewicht abnehmen, tritt der Tod 
bei Tieren, die 2 Wochen nach Beginn der Skorbutdiat gleichzeitig 
Thyroxin und Vitamin C (taglich | mg Thyroxin + 1,5 mg Cebion pro kg 
Kérpergewicht) erhielten, erst 9 Tage nach Beginn der Einspritzungen 
ein. Der Gewichtsabfall betragt in diesen 9 Tagen etwa 105 g, demnach 
also in 3 Tagen (— Uberlebensdauer der nur mit Thyroxin gespritzten 
Skorbuttiere) 35g. Diese Ergebnisse zeigen, daB nach Schilddriisen- 
hormonzufuhr bei experimentellem Meerschweinchenskorbut Wachstum 
und Uberlebensdauer gegeniiber den Kontrolltieren bei Vitamin C- 
Gabe verstarkt sind. Zusammenfassend lehren also diese experimen- 
tellen Versuchsreihen, daB zweifellos zwischen Schilddriisenfunktion 
und Vitamin C antagonistische Beziehungen bestehen. 


3. Verhalten des Wachstums und der Lebensdauer schilddriisenloser 
Skorbuttiere. 
In dieser Versuchsreihe untersuchten wir den Einflup der Schild- 
driisenentfernung auf Wachstum und Uberlebensdauer bei experimenteller 
(-Avitaminose. Als Versuchstiere dienten 25 Meerschweinchen, denen 
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Abb. 6. Wirkung der Schilddriisenentfernung auf Gewichtskurve und Lebensdauer von 
Normal- und Skorbuttieren. 
Normaltiere (Mittelwerte aus 5 Versuchen). 
Schilddriisenlose Normaltiere (Mittelwerte aus 10 Versuchen) 
Schilddriisennormale Skorbuttiere (Mittelwerte aus 10 Versuchen) 
Schilddriisenlose Skorbuttiere (Mittelwerte aus 10 Versuchen) 


die Schilddriise vollstandig entfernt wurde. Diese Tiere wurden 8 Tage 
nach der Schilddriisenexstirpation auf Normal- bzw. Skorbutkost (mit 
und ohne Thyroxinverabreichung) gesetzt. Abb. 6 und 8 geben einen 
Uberblick iiber Wachstum und Uberlebensdauer schilddriisenloser Tiere 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen. 

Wie aus Abb. 6 ersichtlich ist, zeigen schilddriisenlose Tiere bei 
Skorbutkost gegeniiber skorbutischen Meerschweinchen mit normaler 
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Schilddriisenfunktion deutliche Unterschiede im Wachstum und in der 
Uberlebensdauer (vgl. auch Abb. 7). Wahrend Normaltiere im Mitte! 
bei Skorbutkost 135 g an Gewicht abnehmen und etwa 28 Tage leben 
betragt bei schilddriisenlosen Skorbuttieren die Gewichtsabnahme jy, 
Durchschnitt etwa 70g und die Uber. 
lebensdauer 39 Tage. Wie auBerden 
aus Abb. 8 hervorgeht, zeigen schild. 
driisenlose Tiere bei Skorbutkost 
und gleichzeitiger Schilddriisen. 
hormonzufuhr einen geringeren Ce. 
wichtssturz (im Mittel 104 ¢) und 
eine langere Uberlebensdauer (in 
Mittel 15 Tage) als entsprechende 
schilddriisenbehandelte — Skorbut. 
tiere mit normaler Schilddriisep. 
funktion (durchschnittliche — ( 
wichtsabnahme von 145 gun 





Uberlebensdauer von 10 Tagen 


a b 

Abb. 7. Skorbuttiere bei experimenteller Zusammenfassend bleibt auf Grund 

Athyreose (a) und bei normaler Schilddriisen- 
funktion (>). 


dieser Befunde festzustellen, da{j 


Normathere 


Storbut- 
Skorbuttione mi? \ tere mit Ihyraxinzutubr 
t 


Tage 
‘ Abb. 8. Wirkung der Schilddriisenentfernung auf Gewichtskurve und Lebensdauer von 
Skorbuttieren mit und ohne Schilddriisenhormonzufuhr. 
a Schilddriisenlose Normaltiere + Thyroxin (Mittelwerte aus 
4 Versuchen). 


enter cere eecees Schilddriisenlose Skorbuttiere + Thyroxin (Mittelwerte aus 
5 Versuchen), 
Skorbuttiere + Thyroxinzufuhr (Mittelwerte aus 5 Versuchet 





die experimentell gesetzte Schilddriisenausschaltung sowohl bei Norma’ 

wie Skorbuttieren nicht nur regelmabig eine geringere Gewichits 

abnahme, sondern auch eine langere Uberlebensdauer der Versuchs 

tiere bewirkt. 

4. Verhalten des Organascorbinsduregehalts hyperthyreotischer und 
athyreotischer Normal- und Skorbuttiere. 


Das Ziel unserer nachsten Untersuchungsreihe war, den Fin/l 
der kiinstlichen Schilddriisenhormonzufuhr mit und ohne Ascorbinsaur 
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 gaben bzw. der Schilddriisenexstirpation auf den Vitamin C-Gehalt ver- 


schiedener Organe (Leber, Nebennieren) bei Normal- und Skorbuttieren 


' -u priifen. Wie aus Abb. 9 ersichtlich ist, bewirkt die experimentell 
d yesetzte Schilddriisenausschaltung sowohl bei norma!enals auch skorbuti- 
4 schen Meerschweinchen eine deutliche Zunahme des Ascorbinsiure- 
vehalts dieser Organe. Die entsprechenden Ascorbinsaiurewerte der 


Leber und Nebennieren liegen bei den schilddriisenlosen Tieren durchweg 
héher. Mit Thyroxin oder thyreotropem Hormon behandelte Meer- 
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Abb. 9. Ascorbinséuregehalt in Organen (Leber, Nebennieren) hyperthyreotischer (Thyroxin, 
thyreotropes Hormon) und athyreotischer Meerschweinchen bei Normal- und Skorbutkost 
(Mittelwerte) 


'schweinchen zeigen dagegen bei Normal- und Skorbutdiat eine be- 
-deutend starkere Vitamin C-Abnahme in Leber und Nebennieren als 
Ischilddriisennormale Tiere; bei gleichzeitiger Vitamin C-Zufuhr sind 
‘diese Veranderungen weitgehend reversibel. Der giimstige EinfluB der 
_Ascorbinséuregaben bei den thyroxingespritzten normalen und skorbuti- 


sschen Meerschweinchen dokumentiert sich, wie aus den Zahlen ein- 
Pwandfrei hervorgeht, in einer Begiinstigung der Ascorbinsaureanhaufung 
sin der Leber und in den Nebennieren. Zusammenfassend kann man aus 
pen in Abb. 9 dargestellten experimentellen Versuchsreihen entnehmen, 
da8 im Tierversuch — sowohl bei Normal- wie Skorbutdiat — nach 
Yutuhr von Schilddriisenhormon bzw. thyreotropem Hypophysen- 
fvorderlappenhormon der Ascorbinsdéuregehalt in den untersuchten 
“Organen (Leber, Nebennieren) starker abnimmt als bei Tieren mit 
pormaler Schilddriisenfunktion. Bemerkenswert ist vor allem, dab 
vusdtzliche Vitamin C-Zufuhr die durch Thyroxinvergiftung hervor- 
erufene Abnahme des Ascorbinsauregehalts der Organe normaler und 
korbutischer Meerschweinchen abzuschwachen imstande ist (Abb. 9). 
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Verhalten des Leber- und Muskelglykogengehalts hyperthyreotiseh:, 


und athyreotischer Normal- und Skorbuttiere. 


In einer nachsten Versuchsreihe untersuchten wir die Wirkwny des 


Thyroxins und des thyreotropen Hormons der Vorderhypophyse mit wy) 
ohne Ascorbinsdurezufuhr bzw. der Schilddriisenexstirpation auf de, 
Glykogenbestand der Leber und quergestreiften Muskulatur normaler wy 
skorbutischer Meerschweinchen. Es geht aus Abb. 10 klar hervor, da| 
die Glykogendepots (Leber, quergestreifte Muskulatur) der hyper 
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Abb. 10. Glykogengehalt in Leber und quergestreifter Muskulatur hyperthyreotisc! 
(Thyroxin, thyreotropes Hormon) und athyreotischer Meerschweinchen bei Normal- wn 
Skorbutdiiit (Mittelwerte). 


thyreotischen Tiere im Vergleich zu schilddriisennormalen Kontrolle: 
nur wenig Glykogen enthalten. Der Leber- und Muskelglykogengehalt 
schilddriisenloser Normal- und Skorbuttiere ist ebenfalls erniedriyt 
wenn auch nicht so stark wie bei den hyperthyreotischen Tieren. EF: 
ist weiter unbestreitbar, daB durch entsprechende Vitamin C-Zufuhr di 
beschriebenen Veranderungen im Glykogenhaushalt normaler uni 
skorbutischer hyperthyreotischer Meerschweinchen weitgehend riick 
gangig gemacht werden kénnen (Abb. 10). Fassen wir diese Ergebniss 
zusammen, so steht fest, daB durch Schilddriisenhormonzufuhr betracht- 
liche Veranderungen in der Regulierung des Glykogenstoffwechsels 
ausgelést werden, die vor allem in einem Schwund der Glykogendepots 
ihren Ausdruck finden. Unter gleichzeitiger Vitamin C-Zufuhr geling 
es, thyroxingespritzte normale und skorbutische Meerschweincha 
nicht nur langer am Leben zu erhalten, sondern auch dariiber hinaw 
die geschilderten Stérungen des Glykogenhaushalts wesentlich al: 
zuschwachen. 


6G. Verhalten der Milchsdurebildung in der quergestreiften Muskulati 
hyperthyreotischer und athyreotischer Normal- und Skorbuttier 
Die wichtige Rolle der Milchsaéure im intermediaren Kohlenhydrat 

stoffwechsel ist in den letzten Jahren immer mehr und mehr erkan! 

worden. Die Arbeitsenergie des quergestreiften Muskels wird im weset! 
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lichen durch den Kohlenhydratabbau gedeckt [ Bethe (8)]. Es war daher 

folgerichtig, auch den Einfluf des Thyroxins und thyreotropen Hypo- 

ny des IE physenvorderlappenhormons mit und ohne Ascorbinsduredarreichung bzw. 

it and ler Schilddriisenexstir pation auf den Milchsduregehalt der ruhenden quer- 

gestreiften Muskulatur normaler und skorbutischer Meerschweinchen 2 
untersuchen. 

Die Milchsdureruhewerte sind bei Meerschweinchen nur schwer 

ivper. [Ee bestimmbar, weil die Tiere niemals im Kafig ruhig sitzen. Um an- 
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Abb. 11. Milchsiurewerte im quergestreiften Muskel hyperthyreotischer (Thyroxin, thyreo- 


igehalt tropes Hormon) und athyreotischer Meerschweinchen unter verschiedenen Bedingungen 
edrist (Ruhe, Arbeitsleistung, Totenstarre) bei Normal- und Skorbutkost (Mittelwerte). 
en. Es 


nrd nihernd richtige Werte zu gewinnen, haben wir daher die Tiere durch 
unr ale 


Narkose (0,2 cem Numal pro Tier subcutan) ruhig gestellt. Wir erhalten 
bei Normaltieren als Mittelwert einen Milchséuregehalt von 0,098 mg°®,, 
im ruhenden Muskel, bei Skorbuttieren einen solchen von 0,060 mg°®,. 
ei den normalen und skorbutischen hyperthyreotischen Meerschwein- 
then fallt die deutliche Herabsetzung der Muskelmilchsdurewerte in 
ler Ruhe auf (Abb. 11). Die Schilddriisenexstirpation fiihrt ebenfalls 
yu einer Abnahme des Milchsduregehalts im ruhenden quergestreiften 
luskel. Der Vergleich der Muskelmilchséiurewerte zwischen den 
binebe hyroxingespritzten Normal- und Skorbuttieren mit und ohne Vitamin C- 
ufuhr ergibt deutliche Unterschiede. Abb. 11 zeigt, daB die Werte 
ler mit Vitamin C behandelten thyroxingespritzten Meerschweinchen 
iffenbar wegen des gleichzeitig starkeren Muskelglykogengehalts (Abb. 10) 
idher liegen als die der unbehandelten Tiere. 

Die Wirkung der Arbeit auf den Milchsduregehalt der Muskeln 
riiften wir in der Weise, daB wir die Meerschweinchen mittels Nacken- 
hydrat Bechlags téteten. Es ist bekannt, daB die hierbei auftretende Asphyxie 
erkant' in Verbindung mit Muskelkrampfen an sich schon eine Muskelarbeit 
ween Hlarstellt und infolgedessen die Milchsaéurebildung erhéht. Mit dieser 
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Methode erhalten wir bei Normaltieren einen durchschnittlichen Mi!ch. 
sduregehalt von 0,208 mg®%, bei Skorbuttieren einen solchen yo; 
0,150 mg®, im quergestreiften Muskel. Bei normalen und skorbutischey 
hyperthyreotischen »Meerschweinchen liegen die entsprechenden Werte 
niedriger, durch Vitamin C-Zufuhr werden sie erhéht (Abb. 11). 

In einer letzten Versuchsreihe untersuchten wir schlieBlich noc! 
den Muskelmilchsdurege halt normaler und skorbutischer Meerschweinchey 
unter dem EinfluB der Totenstarre. Totenstarre Muskeln zeigen bekannt. 
lich hohe Milchsaéurewerte. Wir untersuchten die Muskeln 4 Stunde; 
nach der Tétung der Meerschweinchen. Wahrend bei Normal- bzy 
Skorbuttieren der Milchsauregehalt des totenstarren Muskels 0,472 mg 
bzw. 0,320 mg®%, betragt, sind die entsprechenden Werte bei hy)» 
thyreotischen Meerschweinchen eindeutig erniedrigt (Abb. 11). Vitamin(. 
Zufuhr bewirkt bei thyroxingespritzten Normal- und Skorbuttierey 
einen deutlichen Anstieg des Milchséuregehalts im totenstarren Muske 
(Abb. 11). 

Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich also die Tatsache, dai 
der Milchsduregehalt im normalen und skorbutischen hyperthyreotischer 
Muskel gegeniiber den Kontrollen unter den gleichen Bedingungen 
(Ruhe, Arbeit, Totenstarre) vermindert ist. Durch Ascorbinsaurega ber 


gelingt es, die Milchsiéurewerte in den Muskeln thyroxingespritzte: & 


Normal- und Skorbuttiere zu steigern. Die quergestreifte Muskulatur 
skorbutischer und hyperthyreotischer Tiere scheint mehr und mehr 
die Fahigkeit eingebiiBt zu haben, Milchsdure zu bilden oder aus Milch- 
siure Glykogen zu synthetisieren, dariiber hinaus sind unsere Beob. 
achtungen geeignet, die fiir das ausgepragte Bild des Skorbuts bzw. der 
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erklaren. 


7. Verhalten der Kreatinurie bei hyperthyreotischen und athyreotisch 
Normal- und Skorbuttieren. 


Es ist bewiesen, daB Kreatinurie, die an und fiir sich eine un 
spezifische Erscheinung darstellt, ausnahmslos mit einem Glykog: 
zerfall in der Skelettmuskulatur parallel geht [Brentano (10)| 
Hinblick auf unsere obigen Glykogen- und Milchsaurestudien schien 
angebracht, die Frage des Zusammenhangs zwischen Kreatinuri¢ «vi 
experimenteller Hyperthyreose mit und ohne Ascorbinsdurezufuhr ein 
seits und experimenteller Athyreose andererseits bei normalen und skorbut- 
schen Meerschweinchen zu priifen. Uberblicken wir unsere Versuch+ 
ergebnisse (Abb. 12), so fallt auf, daB die Kreatinausscheidung im Ham 
bei den Kontrolltieren gering ist (20 mg bei Normalkost bzw. 64m 
bei Skorbutkost). Im Gegensatz hierzu nimmt die Kreatinurie bei det 


hyperthyreotischen Normal- und Skorbuttieren recht betrachtlichff 
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4 Grade an, wahrend sie bei den schilddriisenlosen Tieren weniger hohe 
' AusmaBe erreicht. Wichtig ist vor allem die Tatsache, daB durch 
» Vitamin C-Gaben die Kreatinurie hyperthyreotischer Meerschweinchen 
: abgeschwacht wird (Abb. 12). Im Vitamin C besitzen wir also eine 
: spezifisch wirksame antithyreoidale Substanz, die imstande ist, die bei 
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Abb. 12. Beziehungen zwischen Kreatinurie, Hyperthyreose (Thyroxin, thyreotropes 
Hormon) und Athyreose bei normalen und skorbutischen Meerschweinchen (Mittelwerte). 


-hyperthyreotischen Normal- und Skorbuttieren besonders hochgradige 
4 Kreatinurie zwar nicht restlos zu beseitigen, wohl aber weitgehend ein- 
»zudammen, so daf}§ die durchschnittliche Lebensdauer dieser Tiere ver- 
-langert wird und die Ausfallserscheinungen nicht so heftig auftreten. 


IV. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


“TabelleI. Durchschnittswerte der Lebensdauer und der Gewichts- 
schwankungen (in g pro Tag) bei Normal- und Skorbuttieren 
‘unter verschiedenen V ersuchsbedingungen (Einzelheiten s. Text). 





Gewichtsabnahme 
. Versuchsserien bzw. -zunahme 
in g pro Tag 


Lebensdauer 
in Tagen 


Normaltiere + 2,9 Normal 
‘ormaltiere +- Thyroxin . 4,6 21,2 
Normaltiere +- Thyroxin +V itamin S'% — 3,2 33,0 
childdriisenlose Normaltiere + 39 Nicht herabgesetzt 
Schilddriisenlose Normaltiere + Thyroxin 4,4 23,5 
Skorbuttiere — 4,7 28,6 
‘korbuttiere + Vitamin C + 1,6 Nicht herabgesetzt 
Skorbuttiere +- Thyroxin — 16,3 9,4 
Skorbuttiere + Thyroxin + Vitamin C .. 6,1 21,8 
childdriisenlose Skorbuttiere — 2,4 39,0 
Schilddriisenlose Skorbuttiere + Thyroxin — 74,2 15,0 


a 
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Unsere tierexperimentellen Untersuchungen waren davon ays. 
gegangen zu priifen, ob bei Stérungen der Schilddriisenfunktion Unter. 
schiede im Wachstum und in der Lebensdauer bei experimentelley 
Skorbut nachweisbar sind. Tabelle I stellt eine zusammenfassey( 
Ubersicht der Ergebnisse aller unserer Versuchsreihen dar. Zunichs 
wird festgestellt, daB auf Skorbutkost gesetzte Meerschweinchen geger. 
iiber normal ernahrten Tieren eine betrachtliche Gewichtsabnahn» 
aufweisen, die sich durch zusatzliche Vitamin C-Zufuhr weitgehend ver. 
hindern |aBt. Dieser Gewichtsefall, der sich durch Ascorbinsiiure. 
zufuhr nicht vollstandig beheben laBt, ist wohl teilweise auf das dey 
Tieren weniger zusagende Skorbutfutter zuriickzufiihren. Fiir dip 
Richtigkeit dieser Deutung spricht die Beobachtung des in den erstey 
3 Tagen auftretenden plétzlichen Gewichtssturzes bei samtlichey 
Versuchstieren. Vor allem gelingt es aber, durch Ascorbinsaurebehand. 
lung Skorbuttiere, die unbehandelt etwa nach 28 Tagen zugrunde 
gehen, solange wie normale am Leben zu erhalten. 

Weiterhin ist bemerkenswert, daB nach Schilddriisenhormon. 
zufuhr sowohl bei Normal- wie auch bei Skorbuttieren die Gewichis. 
abnahme starker und die Lebensdauer kiirzer ist als bei denselbey 
Tieren ohne Thyroxinzufuhr. Bedeutungsvoll ist ferner die Feststelluny 
daB diese Thyroxinwirkung sich durch Vitamin C-Zufuhr wesentlic! 
ausgleichen laBt, eine Beobachtung, die sich am eindeutigsten aus der 
Gegeniiberstellung der Befunde von Normaltieren + Thyroxin (Ce. 
wichtsabnahme 4,6 g pro Tag) und Normaltieren + Thyroxin - Vita. 
min C (Gewichtsabnahme 3,2g pro Tag) zu erkennen gibt. Dieser 
Antagonismus zwischen Thyroxin und Vitamin C zeigt sich auch be: 
unseren Versuchen mit schilddriisenlosen Tieren. Thyreoprive Meer. 
schweinchen haben bei Skorbutkost ausnahmslos eine langere Uber: 
lebensdauer und einen geringeren Gewichtsverlust (— 2,4 g pro Tag 
als schilddriisennormale Skorbuttiere (— 4,7 g pro Tag). Ferner zeiger 
schilddriisenlose Tiere bei Skorbutkost entgegen den Beobachtunger 
von Abderhalden (2) fast ausnahmslos eine langere Uberlebensdaue: 
und einen geringeren Gewichtsverlust als Skorbuttiere mit normale 
Schilddriisenfunktion. ‘ 

Die bisherigen Feststellungen lassen sich mit friiheren eigene 
Arbeiten [Thaddea und Runne (48)] gut in Einklang bringen. Es konnt 
damals der Nachweis erbracht werden, daB unter der Einwirkung de 
Schilddriiseninkrets im AnschluB an die primare Stoffwechselsteigerut 
sekunddr ein erhéhter Vitamin C-Verbrauch mit den charakteristische 
Erscheinungen der Abnahme der Vitamin C-Reserven in den Organe! 
(Tabelle II) und damit ein starkerer Gewichtsabfall mit entsprechen 
verkiirzter Uberlebensdauer statthat. Umgekehrt miissen die Erge' 
nisse der an schilddriisenlosen Tieren erhobenen Befunde so geceut? 
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‘ abelle Il. Durchsechnittswerte des Organascorbinsaiuregehalts 
WLeber, Nebennieren) und der Anderungen des Gesamtkohlen- 
hbydratstoffwechsels(Glykogen, Milchsaure, Kreatin) bevNormal- 
pnd Skorbuttieren unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
: (Einzelheiten s. Text). 





Glykogen Muskel-Milchsiaure Ascorbinsdure- 
in %p» in mg?» gehalt in mg®/) 





Bemerkungen 


: +, Toten- Neben- 
Leber Muskel, Ruhe Arbeit atte Leber ro ya 


= : : 
4,020'0,512 0,098 0,208 0,472 5,0 20,0 Normaltiere 

0,871 0,218 | 0,040 0,114) 0,224 0.8 2,5 Normaltiere + Thyroxin 
3,000 0,402 0,080 0,180 0,375 3,5 11,2 Normaltiere + Thyroxin 


+ Vitamin C 


1,306 0,292 0,062 0,155 0,290 0,8 Normaltiere + thyreotropes 
Hormon 


Normaltiere + thyreotropes 
Hormon + Vitamin C 


1,821 0,336 | 0,062 | 0,164 0,307 Schilddriisenlose Normaltiere 
2,100 0,280) 0,060 0,150 0,320 Skorbuttiere 
0,346 0,138 0,030 0,086 0,181 Skorbuttiere + Thyroxin 


1,108 0,116 0,054 0,126 0,250 Skorbuttiere + Thyroxin 
+ Vitamin C 


0,604 0,152 0,040 0,100 0,225 s Skorbuttiere + thyreotropes 
Hormon 


— a Skorbuttiere + thyreotropes 
Hormon + Vitamin C 


1,146 0,208 0,048 0,121 0.262. 5,5 22.4 Schilddriisenlose Skorbuttiere 


tden, daB im schilddriisenlosen Organismus infolge des erniedrigten 
offumsatzes der Vitamin C-Verbrauch herabgesetzt ist, wodurch die 
ringere Gewichtsabnahme und die langere Uberlebensdauer beim 
perimentellen Meerschweinchenskorbut zwanglos erklart wird (vgl. 
pbelle IT). 

Die Wechselbeziehungen zwischen Vitamin C und Thyroxin ergeben 
‘h vor allem aus den Untersuchungen des Gesamtkohlenhydratstoff- 
rchsels. Aus Tabelle II geht in Ubereinstimmung mit den Beob- 
htungen anderer Autoren [Hirsch (18), Demole und Ippen (11), 
spor (32), von Plehwe (36)| klar hervor, daB Vitamin C-Zufuhr bei 
perthyreotischen Normal- und Skorbuttieren der Stérung des Glyko- 
n-, Milchséure- und Kreatinstoffwechsels entgegenwirkt. Der giinstige 
nfla8 des Vitamin C dokumentiert sich, wie aus den Zahlen der 
belle II ersichtlich ist, trotz der entgegengesetzten Wirkung des 
hilddriisenhormons in einer Abschwachung der Kreatinurie, in einer 
giinstigung der Glykogenanhaufung in der Leber und quergestreiften 
skulatur sowie in einer Steigerung des Milchsiuregehalts des ruhenden, 

itenden und totenstarren Muskels. 
| Biochemische Zeitschrift Band 305. 
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Um die angefiihrten Ergebnisse des Gesamtkohlenhydratstoj 
wechsels unter einem einheitlichen Gesichtspunkt zusammenfassen ; 
kénnen, sei daran erinnert, da bekanntlich im Kreislauf der Koh|e 
hydrate enge Beziehungen zwischen der Leber als Speicher- und dey 
Muskel als Verbrauchsorgan bestehen (Riesser). Der Stoffwechsel j 
Muskel liefert durch Verbrennung von Zucker die zur Glykogensynthe: 
erforderliche Energie. So steht fest, daB es bei der Muskelarbeit 
einem vermehrten Abbau des Muskelglykogens und damit zu Bildw 
von Milchsiure kommt, die auf dem Blutwege zur Leber transportie 
wird, um dort wieder zu Glykogen aufgebaut zu werden. Bei dem daly 
im Muskel notwendig gewordenen reichlicheren Glykogenaufbau win 
unter anderen Intermediarstufen auch die Kreatinphosphorsiu | 
beansprucht. 


Die mitgeteilten Versuche erweitern insofern unsere Kenntnis 
iiber das Verhalten des Gesamtkohlenhydratstoffwechsels bei ¢ 
experimentellen Hyperthyreose, als Ascorbinsdure die bei normale 
und skorbutischen Meerschweinchen durch Thyroxin oder thyreotroy 
Hormon der Vorderhypophyse verursachte Glykogenverarmung in ¢ 
Depotorganen bzw. die hierdurch erzeugte Herabsetzung des Muske 
milchsiuregehalts auszugleichen vermag. In diesem Zusammenhar 
sei auch auf die von Brentano (10) mit vielen Beispielen gestiitzte The 
verwiesen, daf Kreatinurie, welchen Ursprungs auch immer sie i 
eine wesentliche Verminderung des Muskelglykogens zur Voraussetzu 
hat. Wir haben dariiber hinaus zeigen kénnen, daB die Ascorbinsiw 
das Auftreten der bei gleichzeitiger Darreichung durch Thyroxin od 
thyreotropes Hormon ausgelésten Kreatinurie weitgehend unterdriick 
kann. Hieraus ist zu folgern, daB das Vitamin C offenbar eine ant 
thyreoidale Teilfunktion erfiillt. 


Die vorliegenden tierexperimentellen Ergebnisse haben somit «i 
zwingenden Beweis erbracht, daB zwischen Schilddriisenhormon wi 
Vitamin C antagonistische Beziehungen bestehen. Aus unseren Bro! 
achtungen geht hervor, daB die jeweilige Schilddriisenfunktion (Hype 
thyreose bzw. Athyreose) bei normalen und skorbutischen Meerschwei 
chen im Endeffekt den geschilderten Einflu8 auf Wachstum, Ube 
lebensdauer, Vitamin C-Stoffwechsel und Gesamtkohlenhydrathaushi 
ausiibt. Die tiefgreifenden Veranderungen, die Wachstum, (1 
lebensdauer, Vitamin C-Haushalt und Gesamtkohlenhydratstoffweci 
bei experimenteller Hyperthyreose erleiden, lassen sich durch Zuttl 
des Vitamin C weitgehend ausgleichen. Die entgegengesetzte Wirku! 
des Schilddriiseninkrets wird durch das Vitamin C gréBtenteils ko 
pensiert, so daB in diesem Sinne Thyroxin und Ascorbinsdure zweiiell 
als Antagonisten zu betrachten sind. 
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V. Zusammenfassung. 


1. Die beim experimentellen Meerschweinchenskorbut nachweis- 
aren Stérungen im Wachstum und in der Uberlebensdauer lassen sich 
eh Vitamin C-Zufuhr nahezu vollstandig beseitigen. 

2. Hyperthyreotische Tiere zeigen bei Normal- und Skorbutdiat 
nen starkeren Gewichtsabfall und eine kiirzere Uberlebensdauer als 
iere mit normaler Schilddriisenfunktion; bei gleichzeitiger Vitamin C- 
ufuhr sind diese Veranderungen weitgehend reversibel. 

3. Schilddriisenlose Tiere weisen bei Normal- und Skorbutkost 
nen wesentlich geringeren Gewichtssturz und eine langere Uberlebens- 
auer auf als schilddriisennormale Tiere; bei gleichzeitiger Schilddrisen- 
rmonzufuhr nahert sich die Wachstums- und Uberlebensdauerkurve 
er von Normal- und Skorbuttieren. 

4. Die experimentell gesetzte Schilddriisenausschaltung bewirkt 

normalen und skorbutischen Meerschweinchen regelmaBig eine 
wnahme des Organascorbinséuregehalts (Leber, Nebennieren). Unter 
m EinfluB der Zufuhr von thyreotropem Hypophysenvorderlappen- 
rmon sinkt bei Normal- und Skorbuttieren der Vitamin C-Gehalt 
h Leber und Nebennieren in ahnlicher Weise ab wie nach Thyroxin- 
fuhr. Ascorbinsiure vermag diese Stérungen zu kompensieren. 

5. Mit Thyroxin bzw. thyreotropem Hormon der Vorderhypophyse 
handelte Meerschweinchen zeigen bei Normal- und Skorbutdiat 
irker ausgepragte Veranderungen im Gesamtkohlenhydratstoffwechsel 
reatinurie, Schwund der Glykogendepots, Verminderung der Muskel- 
ichsiure bei Ruhe, Arbeit und Totenstarre) als schilddriisennormale 
ere; Vitamin C-Zufuhr vermag diese Stérungen auszugleichen. Bei 
hilddriisenlosen Normal- und Skorbuttieren sind die entsprechenden 
pranderungen im Gesamtkohlenhydrathaushalt weniger stark aus- 
pprigt als bei schilddriisennormalen Kontrolltieren. 


6. Auf Grund der vorliegenden tierexperimentellen Ergebnisse 
u8 ein Antagonismus zwischen Schilddriisenfunktion und Vitamin C- 
wshalt als bewiesen angenommen werden. 


Literatur. 


1) EB, Abderhalden, Pfliigers Arch. 191, 278, 1921. — 2) Derselbe, ebenda 
S, 164, 1923. — 3) W.F. Abercrombie, Amer. J. Path. 1935, S. 469. — 
R. Ammon u. W. Dirscherl, Fermente, Hormone, Vitamine. Leipzig, 
Thieme, 1938. — 5) R. Ammon u. K. Hinsberg, Klin. Wochenschr. 1936, 
8.85. — 6) W. Autenrieth u. J. Kénigsberger, Miinch. med. Wochenschr. 
10, 8. 998." — 7) H. Berg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 185, 359, 1937. — 
A, Bethe, Naturwiss. 1918, S. 678. — 9) Chr. Bomskov, Methodik der 
aminforschung. Leipzig, G. Thieme, 1935. — 10) C. Brentano, Naunyn- 
hmiedebergs Arch. 163, 156, 1931; Zeitschr. f. klin. Med. 120, 249, 1932. — 
| V. Demole u. F. Ippen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 226, 1935. 


Q* 








128 §S. Thaddea u. F. Scharsach: EinfluB der Schilddriisenfunktion : 


12) H. Eitel, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 7, 45, 1938. — 13) H. Fischbach Pa 
A. Terbriiggen, Virchows Arch. 801, 186, 1938. — 14) G. Fischer u. C. Oehy, ty 
Klin. Wochenschr. 1937, S. 1453. — 15) O. Folin, J. of biol. Chem. 17, 4;f% 
1914. — 16) O. Folin u. H. Wu, ebenda 38, 81, 1919. — 17) N. Frank \h 
J. Forster, diese Zeitschr. 159, 48, 1925. — 18) L. Hirsch, ebenda 287, | fF 
1936. — 19) F. Hoff, Verhandl. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 49, 254, 1937. 
20) P. Holtz u. K. Wollpert, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 182, 164, 1936 
21) N. Jarussowa, diese Zeitschr. 179, 104, 1926. — 22) H.W. Knipp 
u. H. L. Kowitz, Miinch. med. Wochenschr. 1923, 8. 46. — 23) H. Kreitmy; 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. 176, 326, 1934. — 24) D. Laszlo u. Z. Dish; 
diese Zeitschr. 187, 344, 1926. — 25) Fr. Linneweh u. W. Linneweh, Klink 
Wochenschr. 1934, 8.589. — 26) H. Léhr, Naunyn-Schmiedebergs Aj¢j 
180, 332, 344, 1935; Med. Welt 1936, S. 553. — 27) D. Marine u. Mitarbeite 
Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 31, 870, 1931. — 28) E. Martini u. A. By 
signore, diese Zeitschr. 278, 170, 1934. — 29) F. ~mongonay] pete Chem 
ine 550, 1934. = Sepa. en, beri anager hr. 1936, 8. a4. S1) J. M 

om E. Nespor 
C4 r. Boe. “Biol. "Works 122, “427, 1936. — $3) L. Natt. Wiaiieth. Arch 
klin. Med. 184, 562, 1939. — 34) C. Oehme, Naunyn-Schmiedebergs ‘on 
184, 558, 1937. — 35) H.J.von Plehwe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1% 
145, 1938. — 36) Derselbe, Klin. Wochenschr. 1939, II, S. 1619. - 
37) L. Reale, Probl. alimentare 6, 89, 1936. — 38) EF. Schneider u. EF. Vi 
mann, Klin. Wochenschr. 1935, S. 1454. — 39) M. Schéber, Endokiin 
logie 22, 24, 1939. — 40) H. Schroeder u. F. Dormann, Endokrinologie 1} 
145, 1936. — 41) F. Steffen u. Th. Zois, Naunyn-Schmiedebergs Arch. IS 
75, 1938. — 42) W. Stepp, J. Kiihnau u. H. Schroeder, Die Vitamine wn 
ihre klinische Anwendung. Stuttgart 1936. — 43) A. Sturm u. Mitarbeit 
Endokrinologie 21, 1, 1938. — 44) B. Sure u. R.M. Theis, Proc. Sw 
exper. Biol. a. Med. 37, 646, 1938. — 45) A. Terbriiggen, Virchows Ate 
298, 646, 1937. — 46) S. Thaddea, Deutsch. med. Wochenschr. 1% 
Nr. 14/15. — 47) S. Thaddea u. W. Hoffmeister, Zeitschr. f. klin. Med. I! 
379, 1937. — 48) S. Thaddea u. H.- J. Runne, Zeitschr. f. exper. Med. Il 
283, 1938. 





‘hhaeh Ba 
', Oehy 


Aide Zur Chemie der Blutserumphosphatide. 


287, 125mm Von 
: ‘ok Gunnar Blix. 
936, 
X nippy ’ (Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


reitnmay 


(Eingegangen am 1. April 1940.) 

Obschon die Blutphosphatide seit Jahrzehnten Gegenstand quanti- 
ativer Bestimmungen gewesen sind, ist die qualitative Chemie der- 
elben noch nicht vollstandig aufgeklart. 

Es steht heute fest, daB die friiher oft nur als ,,Lecithin‘ ange- 
prochenen Serumphosphatide auch Phosphatide anderer Art ent- 
alten. — Eine Isolierung der Serumphosphatide in reiner Form in 
ir vollstandige Analyse ausreichenden Mengen wiirde sehr erhebliche 
chwierigkeiten bereiten und ist meines Wissens noch nicht durch- 
fiihrt worden. 
idokiin 


plogie lj 


eh, wane verschiedene physiologische Bedeutung zukommt, hat jedoch zu 
nine walersuchen gefiihrt, die quantitativen Verhiltnisse verschiedener Frak- 
tarbeitefifonen der Blutphosphatide unter variierenden physiologischen und 
roc. Soffiathologischen Verhaltnissen zu verfolgen. Solche Untersuchungen 
aben einen gewissen Aufschlu8B iiber die qualitative Chemie der Blut- 
osphatide gegeben. Unten werden hauptsachlich diejenigen hierher- 
phorigen Arbeiten beriicksichtigt, die sich auf Plasma und Serum 
Beziehen. 


Die wahrscheinliche Annahme, daB den verschiedenen Phosphatiden 


i Schmitz und Koch! versuchten als erste eine gesonderte Bestimmung 
fon Lecithin und Kephalin in Blutserum durchzufiihren. Die Methode 
giindete sich auf gleichzeitige Ermittlung von P und Amino-N (kolo- 
Mmetrisch) in einem Extrakt, der die atherléslichen Serumphosphatide 
@ithielt. Spater fiihrten van Slyke und Mitarbeiter? fiir denselben 
dweck die gasometrische Bestimmung von Amino-N in die Blutlipoid- 
Analyse ein. Dabei wurden so hohe Amino-N-Werte erhalten, daB 

in Gegensatz zu den Ergebnissen von Schmitz und Koch — die ganze 
Fhosphatidmenge aus Kephalin zu bestehen schien. Spater wurde 
ber erkannt, daB bei der gasometrischen Amino-N-Bestimmung Ver- 
inreinigungen stark stéren?. Da diese hauptsachlich aus Harnstoff 


¥ 
| | E. Schmitz u. F. Koch, diese Zeitschr. 228, 257, 1930. — ? E. Kirk, 
EH. Page u. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 106, 203, 1934. — * D. van Slyke, 
BH. Page, E. Kirk u. L. E. Farr, Proc. Soe. exper. Biol. and Med. 82, 
7, 1934/35. 
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zu bestehen scheinen!, der die kolorimetrische Bestimmung von Amino.\fB 
nicht stért, gibt die Untersuchung von Schmitz und Koch doch eine 


gewisse Stiitze dafiir, daB die Serumphosphatide Kephalin enthalte, 

Van Slyke und Mitarbeiter? fanden in dem N: P-Verhaltnis ejne 
itherunléslichen Anteils der Plasmaphosphatide ein Anzeichen fiir (i: 
Anwesenheit von Diaminophosphatid. Stewart und Hendry? stellt) 
in gereinigten Vollblutphosphatiden ein Verhaltnis von Fettsauren 1, 
Phosphor von 1,5: 1 fest. Sie deuteten diesen Befund dahin, dak etw, 
die Hilfte dieser Phosphatide aus Sphingomyelin bestiinden. 

Von Thannhauser und Mitarbeitern4 stammt ein Versuch zu einer 
mehr direkten Nachweis des Sphingomyelins im Blute, der sich auf die 
Beobachtung griindete, daB das Sphingomyelin im Gegensatz zu dey 
Glycerinphosphatiden ein schwerlésliches Reineckat gibt. Da8 das 
aus dem Blute erhaltene Reineckat wirklich Sphingomyelin enthalt, 
wird nicht iiberzeugend bewiesen. Der P- und N-Gehalt der Reineckat. 
fallung stimmte annaihernd mit dem fiir eine Verbindung von einem 
Molekiil Reineckat mit einem Molekiil eines trimeren Sphingomyelins 
berechneten tiberein. In einer spateren Arbeit5 wird die Existenz eine 
trimeren Sphingomyelins nicht mehr aufrechterhalten. Die Berechnung 
des Sphingomyelingehalts der Reineckatfallung erfolgt jetzt mit einem 
empirisch gefundenen Faktor. Ein stéchiometrisches Verhiltnis vo 
Reineckat und Phosphatid in der Fallung besteht nicht. In der gleichey 
Arbeit wird das Phosphatid-Cholin kolorimetrisch nach Beattie® be; 
stimmt und der Kephalingehalt indirekt aus der Totallipoid-P—Cholin: 
differenz berechnet. Williams und Mitarbeiter? verwendeten dassell 
indirekte Prinzip zur Ermittlung des Kephalins, ebenso Brante*. 

SchlieBlich hat Kirk® quantitative Bestimmungsmethoden fit 
verschiedene Phosphatidfraktionen im Blutplasma und anderen Mate 
rialien ausgearbeitet. Die Phosphatide werden mit Ather fraktioniert 
wobei das darin ungeléste hauptsiachlich als Sphingomyelin angeseher 
wird. Kirk® macht jedoch darauf aufmerksam, daB der P-Gehalt cer 
in Ather unléslichen Fraktion oft gré8er ist als es dem Cholingeha! 
entsprechen wiirde. In der atherléslichen Fraktion wird das Cholli 
titrimetrisch nach Roman bestimmt und der Kephalingehalt indirekt 
aus der P—Cholindifferenz berechnet. 


1 J. Folch u. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 129, 539, 1939. - 
2 E. Kirk, J. H. Page u. D. van Slyke, ebenda 106, 203, 1934. — * C.P 
Stewart u. E. B. Hendry, Biochem. J. 29, 1683, 1935. — 4 S.J. Thann 
hauser u. P. Setz, J. of biol. Chem. 116, 533; 1936. — 5 S. J. Thani 
hauser, J. Benotti u. H. Reinstein, ebenda 129, 709, 1939. — ° F.J.R 
Beattie, Biochem. J. 80, 1554, 1936. — 7? H.H. Williams, B.N. Erickso 
I. Avrin, S. S. Bernstein u. I.G. Macy, J. of biol. Chem. 123, 111, 19% 
— 8 @. Brante, diese Zeitschr. 305, 136, 1940. — °® H. Kirk, J. of bio! 
Chem. 128, 623, 1937/38. 





Na 
jhosphe 
veils VC 
sphingo 
ann ni 


Zur 
yhatide 
Lipoid-¢ 
vachwel 

20 

pinigen 
Ather 3: 
ixtrakti 
rkalten 
iner Ter 
» Vakw 
lit reine 
urden ¢ 
entrifug 
iner ge 
vach der 
lenge A 
euem al 
armung 
ngelést | 
benzol ge 
lycerinb 
rk unc 
ie Besti 
ydrolyse 
nter CO 
bfiltriere 
urden d: 
r Fettsi 
er P- un 

In T; 
osphor, 


1G. B 
ist, diese 


‘ino-X 
1 eine 
alten 

eines 


ur (ie 


en 21 


s etwa 


einem 
uf die 
u den 
B das 
ithalt. 
eckat- 
einem 
velins 
, eines 
hnung 
einen 
iS VON 
eichen 
28 be. 
‘holins 


ussell 


8 


n fii 
Mate 
oniert 


eselhiel 
ult der 
gehal 
Cholit 
idirek 


Chemie der Blutserumphosphatide. 131 


Nach den obigen Untersuchungen ist es klar, daB die Blutserum- 
jhosphatide cholinfreies Phosphatid einschlieBen. Ein direkter Nach- 
veis von Kephalin ist nicht sicher gefiihrt. Das Vorkommen von 


Sphingomyelin oder einem anderen Diaminophosphatid im Blutserum 
cann nicht als gesichert angesehen werden. 
elltey ’ 


Experimentelles. 


Zur weiteren Aufklarung der qualitativen Chemie der Serumphos- 
jhatide wurden erstens gleichzeitige Bestimmungen von Lipoid-P und 
Lipoid-Glycerin durchgefiihrt, zweitens erfolgte ein einwandfreierer 
‘achweis des Colamins, als er bisher geliefert worden war. 

20 bis 30 ccm Serum von gesunden, erwachsenen Mannern (in 
rinigen Fallen von Tieren) wurden nach Bloor mit 20 Vol. Alkohol- 
\ther 3: 1 extrahiert. Man tropft das Serum unter Umschiitteln in das 
‘xtraktionsmittel, erhitzt die Mischung zum Sieden, filtriert nach dem 
rkalten und wascht mit Alkohol-Ather aus. Das Filtrat engte man bei 
iner Temperatur, die am Schlu8 der Destillation + 506° nicht iiberstieg, 
m Vakuum zur Trockne ein. Der Riickstand wurde unter Erwarmung 
iit reinem Benzol wiederholt extrahiert. Die vereinigten Benzollésungen 
urden auf !/, ccm eingeengt, zuletzt in einem etwa 10 ccm fassenden 
entrifugenrohrchen. Darauf setzte man 7 cem Aceton und 2 Tropfen 
iner gesattigten alkoholischen MgCl,-Lésung (nach Bloor) hinzu. 
‘ach dem Zentrifugieren wurde die abgesetzte Fallung mit der gleichen 
fenge Aceton + 1 Tropfen der MgCl,-Lésung aufgewirbelt und von 
euem abzentrifugiert. Die Fallung wurde dann unter gelinder Er- 
irmung mit Benzol extrahiert, Eine kleine Menge Substanz, die dabei 
ngelést blieb, wurde schnell abzentrifugiert und mit etwas erwirmtem 
benzol gewaschen. Von den vereinigten Benzollésungen wurden 3/, zur 
lycerinbestimmung (nach Blix), 1/, zur P-Bestimmung (nach Wid- 

rk und Vahlquist®) und 1/, zur Fettsiurebestimmung verwendet. 

ie Bestimmung der Fettsiuren geschah in folgender Weise: Nach 
ydrolyse mit alkoholischer Natronlauge, Verdunsten des Alkohols 
nter CO,-Durchleitung, Uberneutralisation mit wiisseriger Salzsaure, 
bfiltrieren und Waschen der Fettsiuren mit 5° Kochsalzlésung, 
urden die Fettsiuren in Alkohol gelést und mit Lauge titriert. Bei 
t Fettsiurebestimmung wurde nicht dieselbe Genauigkeit wie bei 
er P. und der Glycerinbestimmung erreicht. 


In Tabelle I sind die gefundenen molekularen Verhiltnisse von 
hosphor, Glycerin und Fettsaiuren gegeben. 


1G. Blix, Mikrochimica Acta 1, 75, 1937. — 2 G. Widmark u. B. Vahl- 


Mist, diese Zeitschr. 280, 245, 1931. 
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Tabelle I. 





Fettsaure 


Versuch Nr. | Phosphor Glycerin 


1 (Mensch) 0,87 1,74 
2 0,82 1,87 
3 0,87 1,92 
4 0,91 1,71 
5 0,83 1,71 
6 0,91 2,09 
7 0,86 1,90 
8 0,86 2,05 


0,87 1,87 
9 (Schwein) | 0,97 2,04 
10 (Kuh) 0,92 ac 
11 (Pferd) 0.95 ; 


Es geht also hieraus hervor, da die Serumphosphatide aufer 
Glycerinphosphatiden auch glycerinfreie Phosphatide enthalten. Einey 
sicheren AufschluB tiber die Natur der letzteren kénnen diese Analysen 
natiirlich nicht geben. Die Fettséurewerte sind etwas unrege!miliy 
ausgefallen, was wahrscheinlich auf die verhaltnismaBig geringe (e. 
nauigkeit der Bestimmungsmethode zuriickzufiihren ist. Der gefundere 
Durchschnittswert der Fettsiuren stimmt annahernd mit dem Wert 
iiberein, der erwartet werden sollte, wenn das Glycerinfreie Phos. 
phatid ein Molekiil Fettsdure pro Molekiil Phosphorsaure enthalt. Dai 
es sich um Sphingomyelin handelt, erscheint somit sehr wahrscheinlich 
Eine starkere Stiitze hierfiir kénnte durch Nachweis von Sphingosin 
als Spaltprodukt der Serumphosphatide erhalten werden. Vor einigen 
Jahren habe ich in zweimal wiederholten Versuchen die aus etwi 
1 Liter Rinderserum erhaltenen Phosphatide mit negativem Resultat 
auf Sphingosin analysiert. Auf Grund des geringen bei den obigen 
Analysen gefundenen Gehalts der Totalphosphatide an Sphingomyelis 
ist es klar, daB bedeutend gréBere Serummengen nétig gewesen waren 
um Sphingosin mit den zur Zeit zur Verfiigung stehenden Methoder 
sicher nachweisen zu kénnen. 

Das Sphingomyelin sollte nach den in Tabelle I wiedergegebeney 
Ergebnissen etwa 13°, der Totalphosphatide des Menschenseruns 
ausmachen, bei den untersuchten Tiersera noch weniger. — Die be- 
rechtigung dieses Schlusses hangt vor allem davon ab, 1. daB der te. 
stimmte Phosphor nur Lipoidphosphor reprasentiert, 2. daf die in 
der zu der P- und Glycerinbestimmung direkt verwendeten Benzo: 
lésung befindlichen Phosphatide in denselben relativen Mengen 
im nativen Serum anwesend sind. 

In bezug auf 1. méchte ich besonders auf die Untersuchungen vol 
Stewart und Hendry} verweisen, die in dieser Spezialfrage mit meine 


de ie oo ‘Stewart u. E. B. Hendry, Biochem. J. 29, 1683, 1935. 
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Benen Erfahrungen tibereinstimmen. Nach diesen Untersuchungen 
sthalt schon der Bloorsche Extrakt keine nennenswerten Mengen von 
icht-Lipoid-P. In bezug auf 2. muB Sicherheit dafiir bestehen, daB 
» bei der Isolierung der Phosphatide nicht ganz zu vermeidenden 
lerluste das Sphingomyelin in derselben Proportion wie die anderen 
hosphatide betreffen. Die Bloor-Extraktion ist, wenigstens wenn es 
-h um Serum handelt, hinsichtlich der Phosphatide praktisch quanti- 
tiv (s. z. B. Stewart und Hendry '). 

Bei der Aceton-MgCl,-Fallung blieben nur 1 bis 3°, der Total- 
osphatide in Lésung. Bei den beiden Benzolextraktionen blieb ein 
jBerer Anteil der Phosphatide zuriick, gelegentlich bis zu 25%, der 
hosphatide des Alkohol-Atherextrakts. In einigen Fallen wurden in 
»m benzolunléslichen Anteil neben Phosphor- auch Glycerinbestim- 
ungen ausgefiihrt. Diese zeigten, da Glycerin und Phosphor in 
essen Resten in etwa aquimolekularen Mengen vorlagen. Durch die 
pnzolextraktionen findet somit wenigstens keine Wegfraktionierung 
pn Sphingomyelin statt. 

Eine zuverlaissige Methode zur quantitativen Bestimmung von 
minoithanol (Colamin) in biologischen Materialien fehlte bisher. Die 
wohnlichen Methoden zum qualitativen Nachweis von Colamin er- 
rdern verhaltnismaBig groBe Mengen von Analysenmaterial. Es 
irde nun eine Mikromethode zur Bestimmung des Colamins neben 
deren wasserléslichen Hydrolysenprodukten von Lipoidstoffen aus- 
arbeitet. Es ist aber bis jetzt noch nicht gelungen, diese Methode fiir 
e quantitative Bestimmung des Kephalins zu verwenden, zum Teil 
ven der unerfreulichen Hartnackigkeit, mit der das Colamin dem 
ttsiureanteil des Lipoidhydrolysats anhaftet. Jedoch wurden mit 
eser Methode einige Colaminbestimmungen an Blutlipoiden durch- 
fihrt. Die dabei erhaltenen Werte haben aus dem oben angefiihrten 
unde nur qualitativen Wert. 

Da die Methode bei anderen Lipoidstudien wertvoll sein diirfte, 
ird sie im folgenden kurz beschrieben. 

Die Bestimmung beruht auf der Tatsache, daB das freie Colamin 
ri einem Druck von 10 bis 15 mm Hg und einer Temperatur von + 75 
s 80° C gut destillierbar ist. Es wurde ein Destillierapparat. verwendet, 
rim wesentlichen dem von Friedrich und Rapoport? zur Mikroacetyl- 
stimmung benutzten ahnlich war. Das Destillationskélbchen war 
\loch etwas gréBer dimensioniert (60 ccm) und mit dem Kiihler mittels 
nes Normalschliffes vereinigt. 

Bei Versuchen mit reinen Colaminlésungen zeigte es sich, daB bei 
) bis 50°C praktisch kein Colamin waihrend der Vakuumdestillation 


'C. P. Stewartu. E. B. Hendriu, Biochem. J. 29, 1683, 1935. — 2 A. Fried- 


ich u. S. Rapoport, diese Zeitschr. 251, 432, 1932. 
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iibergeht, solange noch Wasser im Destillierkélbchen iibrig ist. Eyenty, 
vorhandenes Ammoniak oder andere etwa gleich fliichtige Basen kény 
dadurch von Colamin getrennt werden. Wird die Colaminlésung ¢ 
gedampft und die Temperatur auf 75 bis 86° erhéht, so destilliert 4 
Colamin in wenigen Minuten iiber. 


Mit Lipoidgemischen wurde wie folgt verfahren. Die Hydrol; 
geschah nach Brante! mit alkoholischer Natronlauge. Eine quantitat 
Abspaltung von Colamin wurde dabei nicht mit Sicherheit errejc); 
(Allerdings wurde in Versuchen mit reinem Kephalin ebensoy; 
Colamin bei einstiindiger wie bei sechsstiindiger Hydrolyse erhalte 
Der Alkohol wurde nach der Hydrolyse abgedampft. Wenn etwa no 
0,5cem Fliissigkeit vorhanden waren, wurde ein Kohlensaurestroy 
eingeleitet und bis zur Beendigung des Eindampfens beibehalten, |) 
Riickstand wurde in 10,5 cem n/10 Schwefelsaure gelést. Nach Stehe 
iiber Nacht wurden die Fettsauren abfiltriert und mit 0,5 ccm n 
Schwefelséure in 4,5ccm Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wun 
im Destillierk6lbchen mit einer Ca (OH),-Aufschlemmung iiberneutry| 
siert. Danach destillierte man zuerst eventuell vorhandenes N H, iile 
und dampfte die Lésung dann zur Trockne ein. Die Destillation wurd 
weitere 6 Minuten fortgesetzt. Sodann lieB man vorsichtig 1 cem Wass 
in das Kélbchen ein und destillierte nach dessen Abdampfung noc 
3 Minuten weiter. Die Vorlage enthielt n/100 HCl, die unter Ver 
wendung von Methylrot als Indikator mit n/100 NaOH zuriicktitrie 
wurde. Mehrmals wiederholte Kontrollversuche zeigten, dal} unte 
diesen Bedingungen eine Trimethylaminbildung aus Cholin nicht 7 
befiirchten ist. Auch bewirken kleine Mengen von Harnstoff, die of 
als Verunreinigung den Lipoidstoffen anhaften, hier keine Stérung 

Unten werden einige Serumblutphosphatidanalysen, bei welche 
dieses Verfahren zur Verwendung kam, mitgeteilt. Das Cholin wurd 
nach Beattie (s. Brante') bestimmt. 


Tabelle IT. 
Die Zahlen geben Milliiquivalente pro 100 cem Serum an. 





Cholin Colamin Phosphor 


Menschenseram I 0,210 0,021 PB 0.27 
” i 0,217 | 0,033 0,318 
Kuhserum es | 0,131 | 0,044 0,201 


Wie ersichtlich, ist die Summe der Cholin- und Colaminaquivalenté 
niedriger als die gefundenen Phosphoraquivalente. Dies beruht weny 


1 G. Brante, diese Zeitschr. 305, 136, 1940. 
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Bons teilweise auf den bei dem verwendeten Verfahren unvermeidlichen 
jlaminverlusten. Es darf aber nicht von der Méglichkeit abgesehen 
erden, daB die Phosphatide andere Basen als Cholin und Colamin 
ithalten kénnen. Die Frage, ob das Kephalin Stickstoff auch in anderer 
orm als Colamin enthalt, kann nicht als endgiiltig entschieden ange- 


hen werden. 


Zusammenfassung. 


Durch gleichzeitige Bestimmung von Phosphorsaure und Glycerin 
urde festgestellt, daB die Serumphosphatide auBer Glycerinphosphatiden 
ih glycerinfreie Phosphatide enthalten. Diese Lipoidfraktion, die 
abrscheinlich aus Sphingomyelin besteht, machte in acht Analysen 
n Menschenserum durchschnittlich 13% der Totalphosphatide aus. 
3 wird eine Mikromethode zum Nachweis und zur Bestimmung von 
Jamin in Lipoidhydrolysaten beschrieben. Mit dieser Methode wurde 
jamin unter den Hydrolysenprodukten der Serumphosphatide nach- 
pwiesen. 








Cholin- und Colaminphosphatide des Blutserums 
bei alimentiirer Lipiimie. 
Von 
Gunnar Brante. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala 


(Eingegangen am 1. April 1940.) 


Die Teilnahme von Phosphatiden am intermediaren Fettsto{i 
wechsel ist experimentell gut gestiitzt und allgemein angenommey 
Sinclair! kam auf Grund seiner Untersuchungen zu der Annahme, (a 
zwei funktionell verschiedene Typen von Phosphatiden existieren, eiy 
metabolischer und ein struktureller. Der erste tritt als Intermediiy 
produkt im Fettstoffwechsel auf und ist vor allem am Fettsauretransporf, 
beteiligt. Der zweite ist in der Zellmembran und anderen Struktur 
elementen der Zelle als Baustein enthalten und nimmt nicht aktiy 
am Fettstoffwechsel teil. Eine Reihe von experimentellen Beobachtung 
kénnte dafiir sprechen, daB das Lecithin dem hauptsachlich meta 
bolischen Typus entspricht, das Kephalin dem strukturellen. | 
Stiitze fiir diese letzte Annahme k6énnen vor allem einige Untersuchunger 
von Charga ff? herangezogen werden, die gezeigt haben, daB das Lecithis 
in Leber und Darm bedeutend schneller gebildet und umgesetzt wir 
als das Kephalin. Zur Priifung der Frage, ob dem Lecithin im inter 
medidren Fettstoffwechsel eine andere Bedeutung zukommt als dev 
Kephalin, habe ich die Beteiligung der Cholin- und Colaminphosphatid 
an der alimentiéren Phosphatidimie untersucht. Dies geschah dure! 
gleichzeitige Bestimmung von Lipoidphosphor und Lipoidcholin va 
und nach Fettzufuhr. 

AuBer Colaminphosphatiden (Kephalin) und Lecithin soll dal 
Blutserum noch Sphingomyelin enthalten, doch ist dessen Vorkommet 
im Serum nicht sicher bewiesen. Das Herausfraktionieren eines athet 
unléslichen (Kirk) oder mit Reineckat fallbaren (Thannhawser und Mit 
arbeiter4) Anteils aus den Serumphosphatiden, der etwa das gleicli 
P: N-Verhaltnis aufweist wie Sphingomyelin, besagt nur, dal} Blut 
serum wahrscheinlich von Lecithin und Kephalin verschiedene Phos 
phatide enthalt, die vielleicht Sphingomyeline sind. Der ,,Sphingo 
myelin‘‘-Anteil der Serumphosphatide wird verschieden angegebet 
Nach Kirk? betragt er durchschnittlich 40°, nach Thannhauser wil 


1 R.G. Sinclair, J. of biol. Chem. 111, 515, 1935. — 2 EB. Chargati 
ebenda 128, 587, 1939. — 3 E. Kirk, ebenda 123, 623, 1937/38. — ‘ S./ 
Thannhauser u. P. Setz, ebenda 116, 533, 1936. 
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, itarbeitern ! 10%, nach Blix? 13°, der Totalphosphatide. Die letzten 
siden Werte diirften die zuverlassigsten sein. Die Werte von Blix 
riinden sich auf gleichzeitige Bestimmungen von Lipoidphosphor und 
ipoidglycerin. Auch wenn das Sphingomyelin bedeutend mehr als 
iH) bis 15° der Totalphosphatide des Serums ausmachen sollte, so 
uBte eitie Untersuchung wie die vorliegende einen AufschluB iiber 
Upsala. ne eventuelle Beteiligung des Kephalins an der Phosphatiderhéhung 

































Serums 


»ben. 


Methodisches. 


Fettstotff Etwa 10cem Blutplasma wurden nach Bloor? mit Alkohol-Ather 
venommenfm : 1) extrahiert. Das Plasma wurde unter Umschiitteln in das Extrak- 
ahme, dalflfonsmittel getropft, die Mischung wurde zum Sieden erhitzt und nach 
stieren, cillfem Erkalten filtriert. Die Fallung wurde mit Alkohol-Ather ausge- 
itermediirfaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum auf etwa 80 ccm eingeengt und 
etransporf™ann auf 100 ccm aufgefillt. Zur Phosphorbestimmung, die nach 

Struktuividmark und Vahlquist* erfolgte, wurden davon 20 cem entnommen. 
‘icht aktivfier Rest wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, wobei darauf ge- 
vachtungerichtet wurde, daB die Temperatur am SchluB der Destillation + 50° nicht 
lich metaffperschritt. Den Riickstand zog man zuerst mit 3 mal 10 ccm Ather aus, 
ellen. Algjeinein R6hrchen aus Jenaer Glas iibergefiihrt und eingedampft wurden, 
suchungemifind dann mit 10 cem warmem absolutem Alkohol, die dann in das 
as Lecithiseiche Réhrchen tibergefiihrt wurden wie der Ather. Nach Zusatz von 
‘setzt winljcem 2n Natronlauge und ein wenig Siedesand wurde | Stunde 
1 im interim RiickfluBkiihler gekocht. Dann wurde zur Trockne eingedampft. 
it als denfiVenn etwa noch 0,5 ccm Fliissigkeit vorhanden waren, wurde ein 
hosphatidg@{ ohlensdurestrom eingeleitet und bis zur Beendigung des Eindampfens 
hah durciffeibehalten. Der Riickstand wurde mit 10,5 ccm n/10 Salzsaure neutrali- 
cholin voiert und gelést. Nach einstiindigem Stehen wurde die Lésung durch 

in ganz kleines Filter filtriert und mit etwa 3 ccm 5°,iger Natrium- 
1 soll dagfhloridlésung nachgewaschen. 
orkomme! 





Die Bestimmung des Cholins im Filtrat erfolgte im Prinzip nach 
eattie>, Jede Probe wurde mit 2 ccm frischer, gesattigter Ammonium- 
bineckatlésung versetzt und iiber Nacht bei + 2 bis + 4° stehen- 
lassen. Dann wurde das Cholinreineckat auf einer Glasfilternutsche 
gesaugt und mit 2 ccm eiskaltem Wasser und 2 ccm absolutem Alkohol 
pwaschen. Das Cholinreineckat wurde dann auf der Nutsche in wenig 
ceton gelést, die Lésung wurde abgesaugt. Die Nutsche wusch man 
hit etwas Aceton aus. Filtrat und Waschfliissigkeit wurden in einen 


ines ather 
vy und Mit 
las gleiche 
daB Blut 
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ungege ber 
wauser wn 
' 8. J. Thannhauser, J. Benotti u. H. Reinstein, J. of biol. Chem. 129, 

i. Chargal 9, 1939. — 2 G. Blia, diese Zeitschr. 305, 129, 1940. — ® W. R. Bloor, 
‘4 of biol. Chem. 82, 237, 1929. — 4 G. Widmark u. B. Vahlquist, diese 
itschr. 230, 245, 1931. 5 F. J. R. Beattie, Biochem. J. 80, 1554, 1936. 
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4-ccm-MeBkolben iibergefiihrt und auf dieses Volumen erganzt. ),, 
bestimmte man im Zeissschen Stufenphotometer die Lichtabsorptj 
unter Verwendung von 10-mm-Kiivetten und des Filters 850. Mindesty 
bis zu einer Konzentration von 3,5 mg Cholin pre 4 ccm war das 8, 
sche Gesetz giltig. Eine Cholinreineckatlésung mit einem Gebhalt yy 
1 mg Cholin in 4 ccm zeigte einen Extinktionskoeffizienten von ().29; 

Die oben angegebene Hydrolysenvorschrift ist das Ergebnis ej 
besonderen Versuchsreihe, bei welcher auch andere Einzelheiten , 
Versuchstechnik gepriift wurden. Rinderserum wurde wie oben | 
schrieben mit Alkohol-Ather extrahiert, der Extrakt wurde im Vakuy 
eingedampft und der Riickstand wurde in Ather aufgenommen. | 
eignete Mengen der so isolierten Phosphatide wurden wahrend yo 
schieden langer Zeiten mit 10 ccm absolutem Alkohol + 2,5 ccm 2 
Natronlauge (wie oben) hydrolysiert. Wird erst beim SchluB des fj 
dampfens mit Kohlensaure neutralisiert, so wird vollstandige Hyiy 
lyse schon nach 5 Minuten langem Kochen am RiickfluBkiihler erreic) 
Schon direktes Eindampfen der Hydrolysenfliissigkeit ohne vorheriy 
Kochen fiihrt zu fast vollstaéndiger Hydrolyse. Einige hierher gehiriy 
Versuchsreihen sind in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 





Chol n Mitte! 
Zeit der Hydrolyse holin gefunde , 
mg/100 ccm mg/100 cem 


Direktes Eindampfen mys 


Kochen unter RiickfluB vor dem Eindampfen , 91.7 
5 Min. | nye 


15 
40 
60 


Die Versuche zeigen auch, da8 keine Zerstérung des Cholins unt 
den angewandten Versuchsbedingungen zu befiirchten ist. Dali «i 
Cholin nicht etwa schon zu Beginn der Hydrolyse teilweise in fre 
Form vorlag, geht unter anderem daraus hervor, daB keine Reineckii 
fillung auftrat, wenn die Hydrolysenlésung vor dem Eindampfen 1! 
Kohlensaure neutralisiert wurde und wenn Kohlensaéure wahrend «i 


* Es wurde festgestellt, daB bei der Reineckatfallung die Anwesenii 
von Colamin, Glycerophosphat und Natriumchlorid die Resultate 
nennenswert beeinfluBt. 
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inzt. Day S.amten Eindampfens durchgeleitet wurde. Stundenlanges Kochen 
itabsorptiglpn Blutphosphatiden und von reinem Lecithin mit neutralem Alkohol 
Mindestefiiivab keine nachweisbare Abspaltung von Cholin. Die gelegentlich 
iv das Budmtierte Angabe von Paal!, daB Lecithin schon in neutralem Alkohol 
Gehalt yicht Cholin abspaltet, ist wahrscheinlich auf Versuchsfehler zuriick- 
von (),22;4™mfiihren. — Es sei noch hinzugefiigt, daB in dem mit Ather extrahierten 
‘ickstand des Alkohol-Atherextrakts von 20 bis 35 cem Serum freies 
olin mit der verwendeten Methode nicht nachweisbar ist. Dies gilt 
e oben jgpch fiir Menschenserum. 
im Vakuygm In einigen Versuchen wurde die in dieser Arbeit angenommene 
amen ydrolysentechnik mit einigen anderen verglichen. Die Methode der 





thrend ve Tabelle IT. 

Jauer . 
uB des Ei Blut Hydrolysenmethode der Hydrolyse Cholin 
lige Hvar Std. mg% 
ler erreictill Mensch I Alkohol. NaOH 1 19,2 ) 
, vorherig 19,2 | 


er gehirig Wasser. NaOH 16,0 
: 15,6 


Mensch II Alkohol. NaOH 31,7 


3 9° 


Ome 


Mitte! Methanol. HCl 27,6 
ng/100 ecm 27,8 


Rind I Alkohol. NaOH 


Wasser. NaOH 


” 


21.9 12,2 
ia 13,2 
olins unt Rind II Alkohol. NaOH 16.4 16.5 
16,6 
Dab d : 
: Methanol. HCl 14,5 
se in fred 130 | 


Reine ckat 


- 12,0 
mpfen ml 12,5 


ahrend de j : 12,3 
16,1 


nweselle a 12.8 
Itate n 13,0 


' H, Paal, diese Zeitschr. 211, 244, 1929. 
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vorliegenden Arbeit wird in den folgenden Tabellen mit ,,alkohol. NaQk 
bezeichnet. AuBSerdem wurden die Hydrolyse mit n/10  wasserigg 
Natronlauge (wasser. NaOH) und die Hydrolyse mit 5 n methanolise}y 
Salzsaure (methanol. HCl) nach Thannhauser und Mitarbeitern! ge 
priift. Wie aus Tabelle II hervorgeht, wurde mit wasser. NaOH yy; 
methanol. HCl durchweg etwa 15 bis 25°, weniger Cholin als yj 
alkohol. NaOH erhalten. 

Es geht weiterhin aus Tabelle II hervor, daB die Methode yj 
alkoholischer Natronlauge gleichmaBigere Werte ergibt als die yj 
wisseriger Natronlauge und methanolischer Salzsiure und da 4 
Cholinwerte bei Anwendung der beiden letzten Methoden mit steigen 
Hydrolysendauer sich anscheinend asymptotisch Werten nahern, (j 
unterhalb der mit alkoholischer Natronlauge gefundenen lieven. pm 
kann dies den Verdacht erwecken, daB eine besondere Fraktion (e 
Cholinphosphatide im Serum bei Anwendung von wasseriger Natroy 
lauge und methanolischer Salzséure kein oder ziemlich wenig (hoi 
abspalten. Dieser Verdacht wird in gewisser Weise durch den Bef 


Tabelle III. Versuche an (nicht 
ganz reinem) Ei-Lecithin, nach 


Tabelle IV. Versuche an Protagoy 
In jeder Probe 88,5 mg Substanz. ) 


Levene und Rolf hergestellt. 
In jeder Probe 2,25 mg Lecithin. 


Werte stellen Mittelwerte von Doppel 
bestimmungen dar. 





Hydro- 
lysen- 
dauer | 
Std. | mg 


Hydrolysen- 


Cholin gefunden 
methode 


Alkohol. NaOH 1 2,06 | 


2,05 | 
2,08 | 

2,05 | 9 
2,00 | 
202 | 


2,06 


Wasser. NaOH 2 


Methanol. HCl 


2,01 


Tabelle V. Versuche an Protagon. 

In jeder Probe 20 mg Substanz. Die 

Werte stellen Mittelwerte von Doppel- 
bestimmungen dar. 


Hydro- 
lysen- 
dauer 

Std. 


Hydrolysen- 


Cholin gefund 
methode 


Alkohol. NaOH 


Wasser. NaOH 


” ” 


Tabelle VI. Versuche an Protago: 


In jeder Probe 80 mg. Die Wert 
sind Mittelwerte. 





Hydro- 
lysen- 
dauer 


Std. mg 


Alkohol. NaOH 1 0,69 
Wasser. NaOH Bc 0 
Methanol. HCl 3 Spuren 


Hydrolysen- 


Cholin gefunden 
methode 


eh 


Hydro- 
lysen- 
dauer 

Std. 


Hydrolysen- 
methode 


Cholin gefunt 


A 
Methanol. HCl 3 
” ” 6 





Wasserige 
hanolischp 
itern | of 
Na OH uy 
in als 


sthode 
Is die 
d dag 
steigende 
ahern, 
liegen, 
aktion de 
er Natron 
nig Cholif 
len Befuy 


Protagoy 
ibstanz. Dj 
von Doppel 
ur. 


holin gefund 


mg 


Protagon 
Die Wert 


holin gerund 
mg 
930 
0,38 


0,44 
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Sstitigt, daB die drei Hydrolysenmethoden bei reinem Lecithin an- 
ihernd das gleiche Resultat ergaben, waihrend bei Sphingomyelin 
nthaltendem Protagon die alkoholische Natronlauge wieder den beiden 
nderen tiberlegen war. Vgl. Tabelle IL], IV und V. 

Diese Ergebnisse stehen in einem gewissen Gegensatz zu denen 
on T'hannhauser und Mitarbeitern!, die mit methanolischer Salzsaure 
uantitative Abspaltung des Cholins aus Sphingomyelin erhielten. Es 
st jedoch méglich, da bei meinen Versuchen die anwesenden Cere- 
roside die Sphingomyelinhydrolyse hemmten. Auch schwimmt bei 
r Hydrolyse von Blutphosphatiden mit methanolischer Salzsaure 
im Kochen ungeléstes Material auf der Oberflaiche, was eine schnelle 
nd gleichmaBige Hydrolyse nicht begiinstigen kann. 

Den oben wiedergegebenen Ergebnissen nach scheinen die ather- 
bslichen Phosphatide des Blutserums eine Fraktion zu enthalten, 
ren Cholin schwerer abspaltbar ist, als das des Lecithins. Die Léslich- 
eit in Ather kénnte dagegen sprechen, da® diese Fraktion aus Sphin- 
myelin besteht, insbesondere da Kirk? gefunden hat, daB das Gehirn- 
hhingomyelin aus einem Gemisch von atherléslichen und atherunlés- 
then Phosphatiden bei der Extraktion mit Ather nicht in Lésung 
ht. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, daB sich das Serum- 
hingomyelin in der Léslichkeit vom Gehirnsphingomyelin unter- 
heidet und teilweise in den Ather iibergeht. Ubrigens ist, wie schon 
fangs hervorgehoben wurde, die Sphingomyelinnatur der hier be- 
rochenen Fraktion noch unsicher. 


Experimentelles. 


Die Versuchspersonen, gesunde Manner von etwa 20 Jahren, 
shmen niichtern morgens 50 ccm Olivenél (Versuch 1) oder 300 ¢ 


khne ein (Versuche 2 bis 13). Dazu wurde noch etwas relativ kohlen- 


drat- und fettarme Speise gegeben, z. B. in Form von schwarzem 
affee und einem Ei oder einem Glas Milch. Durch Venenpunktion 
irden vor, 13/4, bis 2!/, und 33/, bis 5 Stunden nach der ,,Mahlzeit‘ 
lutproben entnommen. Es wurde durchwegs Oxalatplasma _ver- 
ndet. 

Der Ausdruck fiir das Verhaltnis Cholinphosphatide /Totalphospha- 


C - Atomgewicht von P - 100 
gegeben, 


le wird durch die Gleichung : p 


- Molekulargewicht von Cholin 
bei C und P die gefundenen Mengen von Cholin bzw. totalem Lipoid- 
osphor in mg, sind. Die Cholinphosphatide werden dabei in Pro- 
nten der Gesamtphosphatide ausgedriickt. 


1 8. J. Thannhauser, J. Benotti u. H. Reinstein, J. of biol. Chem. 129, 


9, 19389. — 2 EF. Kirk, ebenda 128, 623, 1937/38. 


Biochemische Zeitschrift Band 305. 10 








G. Brante: 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle VII zusammengeste||t 


Tabelle VII. 





Zeit nact 
Versuchs- || Fettrufuhr Lipoid-P Lipoidcholin | Cholinphosphatide. 


yeTSON 
' Std. mg/100 ecm mg'100 ccm Gesamtphosphatic 


7,20 20,8 74,0 
7,90 27,1 87,8 

23,5 76,0 

20,9 63,2 
69,4 
74,8 
73,2 
69,6 
78,9 
85,5 
96,3 
89,9 
61,2 
58,6 
62,2 
92,2 


- 


don no nr 
m DO aI SS 
acoowm mame 


* 


bo 
cr 


90,1 
86,8 


9 


7,7 
24,1 
28,6 
25,8 


. 


+ 


. 


26,63 


27,00 
26,75 


* Doppelbestimmungen. 





vest ellt, 


osphatide . | 


Phosphatide 


74,0 
87,8 
76.0 
63,2 
69,4 
74,8 
73,2 
69,6 
78,9 
85,5 
96,3 
89.9 
61,2 
58,6 
62,2 
92,2 
90,1 
86,8 
84,5 
94,7 
77,1 
78,1 
81,9 
80,4 
83.5 
79,9 
75,0 


78,6 


Cholin- und Colaminphosphatide des Blutserums bei Lipaimie. 143 


Wie schon langst bekannt ist, steigt der Lipoid-P nach einer Fett- 


Sahizeit. Wie ersichtlich, erfahrt dabei das Verhaltnis Cholinphospha- 


e Totalphosphatide in den meisten Fallen nur unbetrachtliche 
erinderungen. Doch tritt in einigen Fallen eine deutliche Erhéhung, 
anderen eine bestimmte Senkung auf. Da die gréBten Schwan- 
ingen hinsichtlich dieses Verhaltnisses bei den zu Beginn der Unter- 


Hchung ausgefiihrten Versuchen zu finden sind, darf nicht ausge- 


hlossen werden, daB Versuchsfehler mitgespielt haben kénnen. 


Die Ergebnisse zeigen eindeutig, daB die Colaminphosphatide 
& g 


enso stark wie die Cholinphosphatide an der alimentiren Phosphatid- 
héhung im Plasma beteiligt sind. Dies geht noch deutlicher aus der 


Tabelle VIII gegebenen Zusammenstellung der Durchschnittswerte 
mtlicher Versuche hervor. 


Tabelle VIII. 





Erhéhung | Cholin Erhéhung Cholinphosphatide - 100 hide 
Gesamtphosphatide 


9/9 mg/100 ecm FJ 0 


23,7 tine 79,0 
2 96,7 + 84 | 77,4 
26,7 | +12,7 | 78,0 


Kin Sphingomyelingehalt von etwa 10 bis 15°, der Totalphospha- 
le sollte, falls nur dieses Phosphatid an der Erhéhung nicht beteiligt 

eine Verschiebung des Verhaltnisses Cholinphosphatide /Total- 
osphatide in etwa der gefundenen Gr6éBenordnung bedingen. 

Bei der Ausfiihrung von wiederholten Bestimmungen an ein- und 
rselben Versuchsperson wurde der bereits aus der Literatur bekannte 
fund bestatigt, da die Niichternwerte gut miteinander iiberein- 
immen, wenn nur kurze Zeiten zwischen den Blutentnahmen liegen, 
Saber betrachtliche Schwankungen auftreten kénnen, wenn zwischen 
ei Blutentnahmen Wochen oder Monate vergehen. Meine Analysen 
igen, dab das gleiche fiir das Verhaltnis Cholinphosphatide /Gesamt- 
hosphatide gilt 

In Tabelle IX werden zum Vergleich mit den von mir erhaltenen 
irchschnitts- und Extremwerten fiir Cholinphosphatide und Kephalin 
lichtern) die von einigen anderen Forschern gefundenen entsprechen- 
n Werte mitgeteilt. 


Am starksten fallt auf, daB bei meinen Versuchen der relative 
teil der Cholinphosphatide bedeutend gréBer ist als bei anderen 
rschern. Bei der offenbar betrachtlichen Variabilitat dieser GréBe 
din Anbetracht des geringen Versuchsmaterials kann die Differenz 
lleicht zufallig bedingt sein. Es diirfte aber wahrscheinlicher sein, 


10* 
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Tabelle IX. 





Cholinphosphatide Kephalit 





: Anzahl Gesamt- ‘ . 
Untersucher Fille Phosphatide mgi1o0cem |° oe, Ge-| mg/100 ecm 
— samtphos- hg 
meilodcom Plasma phatide | Plasma 


Schmitz u. Koch* 180 u. 188) 122 u.129 68 u. 69 | 58 u. 59 
1930 

Williams u. Mit- 62 u. 46 
arbeiter ** 1938 

Kirk *** 1938 2 145 77 53 68 

(54-235) (21-161) (12-89) | (12-172) 

Thannhauser 226 130 58 96 4? 

u. Mitarbeiter t+ (198-272) | (84-225) (39-83) | (47-134) (17-6) 


Brante 1940 12 185 ++ 145 78 40 
(168-212) | (128-169) (61—95) | (9,5—78) 


Die kursiven Zahlen stellen Mittelwerte dar. 


* E. Schmitz u. F. Koch, diese Zeitschr. 228, 257, 1930. — ** H.H. Williams, B. N. } 
I. Avrin, S.S. Bernstein u.I.G. Macy, J. of biol. Chem. 128, 111, 1938. — *** E. Kirk, ebenda 
637, 1938. — + S.J. Thannhauser, J. Benotti u. H. Reinstein, ebenda 129, 709, 1939. 
Niichternwert von Versuch 9 ist bei der Berechnung des Mittelwertes nicht beriicksichtigt 
Versuchsperson am Vorabend nicht ganz gesund war. 


da der Unterschied durch die effektivere Hydrolysenmethode 
meinen Versuchen bedingt ist. 


Zusammenfassung. 


An der alimentéren Erhéhung der Plasmaphosphatide ist (i 
Kephalin ebenso stark beteiligt wie die Cholinphosphatide. Gewis 
methodische Fragen werden ziemlich eingehend besprochen. 
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Uber das Vorkommen von Triglyceriden 
im Blutplasma. 
Von 
Gunnar Blix. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Eingegangen am 1. April 1940.) 


Die Frage nach dem Vorkommen und der Menge der Triglyceride 
, Blute wahrend der postabsorptiven Periode ist trotz vieler Be- 
hihungen noch wenig geklart. 

Die Bestimmung der Triglyceride (Neutralfette) im Blute erfolgt 
heist auf indirektem Wege, nimlich durch Bestimmung der Differenz, 
ie beim Abzug der Summe von freiem und gebundenem Cholesterin 
nd den Phosphatiden (bzw. der Fettsiureanteile dieser Fraktionen) 
m den Totallipoiden (bzw. den Totalfettsiuren) verbleibt. Die so 
rechneten Glyceride machen auch im Blute von niichternen Menschen 
nen erheblichen Anteil der Totallipoide aus. So findet z.B. Boyd! 
| Plasma von normalen niichternen Personen morgens durchschnittlich 
15°, Neutralfett bei einem durchschnittlichen Totalfettsiuregehalt 


bn 035%. Aus von van Slyke und Mitarbeitern? an Plasma von 


psunden niichternen Mannern erhaltenen Analysenwerten ergibt sich 
i durchschnittlicher Neutralfettgehalt von 6,23°, bei einem Total- 
idgehalt von 0,74°%. Bei solchen indirekten Bestimmungen wird 
ber oft hervorgehoben, daB die erhaltenen Werte wenig genau sind, da 
die Fehler von mehreren Teilanalysen einschlieBen. Es wird bisweilen 
ich hervorgehoben, daB die indirekt neben Phosphatiden, Cholesterin 
d Cholesterinestern gefundenen Lipoidstoffe anderes Material als 
iglyceride einschlieBen kénnen; van Slyke und Mitarbeiter ziehen es 
br, diese Fraktion als ,,neutral fat and unidentified petroleum ether- 
luble extractives‘ zu bezeichnen. 

Bang? arbeitete ein direktes Bestimmungsverfahren fiir Triglyceride 
s. Auf kleinen Léschpapieren eingetrocknete Blutproben wurden 
er fraktionierten Extraktion unterzogen, wobei der zuerst erhaltene 
trolitherextrakt Neutralfett und freies Cholesterin enthalten sollte. 
ese beiden Komponenten konnten entweder durch Digitoninfallung 
s Cholesterins oder durch Verseifung der Neutralfette+ getrennt 


' E.M. Boyd, J. of biol. Chem. 110, 61, 1935. 27.H. Page, E. Kirk, 
.H. Lewis, W. R. Thompson u. D. D. van Slyke, ebenda 111, 6138, 1935. 
* I. Bang, diese Zeitschr. 91, 86, 235, 1918. — 4 G. Blix, Skand. Arch. 
ysiol, 48, 267, 1926. 
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werden. Mit dieser Methode wurden durchschnittlich nur (2 4; 
0,03 °%, Triglyceride gefunden (Bang!, Blix2, van Leeuwen), bisweil 
konnten Triglyceride tiberhaupt nicht nachgewiesen werden. J) 
Abweichung der indirekt ermittelten von den nach Bang bestimmy 
Werten beruht nicht darauf, daB die direkten Bestimmungen an \) 
blut, die indirekten an Plasma oder Serum ausgefiihrt wurden. Gey 
die Bangsche Methodik kénnen aber gewisse Einwande erhoben were) 
vor allem der folgende: obwohl zugesetztes feindispergiertes Fett | 
dieser Methode quantitativ wiedergefunden wird, ist es schwierig ay 
zuschlieBen, da im Blut vielleicht vorkommendes hochdispery 
eventuell an EiweiB haftendes Neutralfett der Petrolatherextrakt; 
entgeht. Ergebnisse von Channon und Collinson 4 deuten darauf hi 
daB die mit der Bangschen Methode gefundenen Werte gr6éBenordnung 
maBig richtig sind. Diese Autoren schlieBen aus einer Makroanaly 
der Lipoidstoffe von Ochsenblut, daB in diesem Material die Glycerid 
héchstens einen unbetrachtlichen Anteil der Gesamtlipoide ausmache 
k6nnen. 

Ein neues Prinzip fiir die Bestimmung des Neutralfettes im Blu 
wurde kiirzlich von Bloor, Blake und Bullen® angegeben. Aus de 
Alkohol-Atherextrakt von Plasma wurden die Phosphatide dur 
Fillung mit Aceton + Magnesiumchlorid entfernt. Die im Filtrat ve 
bliebenen Lipoidstoffe wurden mit Ricinuslipase behandelt. Dat 
wurden die Neutralfette hydrolysiert, wahrend die Cholesterinesy 
unangegriffen blieben. Die frei gemachten Triglyceridfettsauren wurde 
als Seifen vom Cholesterin und den Cholesterinestern getrennt wy 
schlieBlich als freie Sauren oxydimetrisch bestimmt. Bei einig 
normalen Personen wurden mit dieser Methode im Durchschnitt 0,15 ° 
Triglyceridfettsduren gefunden. Kelsey® hat bei Verwendung die 
Methode spater gefunden, daB in der acetonléslichen Fraktion au 
Cholesterinestern wahrscheinlich auch andere mit Ricinuslipase ni 
hydrolysierbare Fettsiureverbindungen vorkommen. Er macht aw 
auf verschiedene Fehlerquellen aufmerksam, die bewirken diirften, (i 
die von Bloor, Blake und Bullen gefundenen Werte fiir die Triglyceri 
fettsiuren zu hoch sind. 

AuBer Phosphatiden und Neutralfetten sind keine natiirlich \ 
kommenden glycerinhaltigen Fettsiureverbindungen bekannt. Es lie 
daher nahe, zur Beantwortung der hier behandelten Frage Glyceri 
bestimmungen heranzuziehen. Dies ist in der vorliegenden 
geschehen. 


' T, Bang, diese Zeitschr. 91, 86, 235, 1918. — 2 G. Blix, Acta mei 
scand, 64, 142, 1926. — 3 J. J. van Leeuwen, Dissertation Rotterdam |") 
4 H.J.Channon u. G. A. Collinson, Biochem. J. 23, 663, 1212, 1°: 
> W. R. Bloor, A.G. Blake u. 8S. 8. Bullen, J. of allergy 9, 227, 1937! 

— §° F. E. Kelsey, J. of biol. Chem. 180, 199, 1939. 
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Vorkommen von Triglyceriden im Blutplasma. 


Experimentelles. 


6 bis 8 cem morgens von niichternen gesunden erwachsenen Mannern 
ntnommenes Oxalatplasma wurden nach Bloor mit dem 20fachen 
“lumen Alkohol-Ather 3: 1 extrahiert. Nach dem Aufkochen, Kiihlen. 
iltrieren und Auswaschen wurde der Extrakt in vacuo bei niedriger 
emperatur eingedampft. Zur Entfernung der letzten Spuren von 
‘asser wurden am SchluB der Destillation nochmals 5 cem Alkohol- 
ther zugesetzt. Nach gutem Umschiitteln wurde nun zur Trockne 
ingedampft. Den Riickstand extrahierte man mit 5 cem reinem Benzol, 
er Extrakt wurde durch ein ganz kleines Filter gegossen. Der Destilla- 
jonskolben und das Filter wurden mit 5 ccm Benzol nachgewaschen. 
as Gesamtfiltrat wurde auf etwa 3 ccm eingeengt und dann in einem 
leinen MeBk6lbchen auf genau 4 ccm aufgefiillt. Davon dienten 3 cem 
ur Glycerinbestimmung (nach Blix!) und lecem zur Phosphor- 
stimmung (nach Widmark und Vahlquist?). 


Bestiinden die Phosphatide des Plasmas ausschlieBlich aus Glycerin- 
hosphatiden, so kénnte man aus den Analysenergebnissen fiir Lipoid- 
hosphor und Gesamtlipoidglycerin den Neutralfettgehalt direkt 
erechnen. Indessen scheint das Plasma auch Sphingomyelin zu ent- 
alten®*°. Nach den Ergebnissen eigener Untersuchungen macht 
er Sphingomyelinphosphor durchschnittlich 13° des Gesamtlipoid- 
hosphors aus. Dieser 
‘ert stimmt mit dem Tabelle I. 
on Thannhauser una 
fitarbeitern ? gefu n- Versuch Lipoid-P Lipoid-Glycerin| Neutraliett 
nen gut iiberein. Die Nr. mg/100 ccm mg/100 eem % 
der Tabelle I angege- 5 23,2 0,037 
nen Neutralfettwerte »Le an oat 
nd aus der Differenz sas 30:7 0,061 
s um 13% vermin- 5,07 17,6 0,043 
rten Lipoidphosphor- 6,54 20,5 0,035 

7,32 24,5 0,054 
ertes und des Total- 5.39 171 0,031 
widglycerins als Tri- 5,76 18,7 0,038 





DBAIDOS Wl 


tearin berechnet. 6,19 18,9 0,028 


- - - 6,05 22,1 0,039 
Eine gewisse Kon. 8,2 29,5 0,078 
olle der Richtigkeit 8,62 31,2 0,086 


: 4p ; ' 
Werte der TabelleI 4 ry yt oan 
ude in  folgender ; 6,65 20,6 0,033 


eise erhalten, Aus den Mittel: 6,99 929 0,049 + 0,004 


' @. Blix, Mikrochimica Acta 1, 75, 1937. — 2 G. Widmark u. B. Vahl- 
ist, diese Zeitschr. 280, 245, 1930. — 3 S. J. Thannhauser, J. Benotti 
H. Reinstein, J. of biol. Chem. 129, 709, 716, 1939. — 4 E. Kirk, ebenda 
‘, 587, 1939. — 5G. Blix, diese Zeitschr. 305, 129, 1940. 
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in 1/, bis 1eem Benzol gelésten Gesamtlipoiden von 20 bis 30 cy 
Serum von niichternen gesunden Mannern wurden die Phosphati¢ 


mit 7 cem Aceton und 1 Tropfen gesattigter alkoholischer Magnesiyy, 
chloridlésung gefallt. Das Filtrat enthielt dann neben Cholesterip 
Cholesterinestern und Triglyceriden nur 1 bis 3% der Gesamtphi 
phatide. Im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei den obenstehend 
Bestimmungen macht hier also das Neutralfettglycerin einen relatj 
betrichtlichen Anteil des Totalglycerins aus. Ein in der Sphingomyeliy, 
korrektur enthaltener Fehler wird dadurch praktisch eliminiert. 
dieser Acetonlésung bestimmt man nun Phosphor und Glycerin ung 
berechnet das Neutralfett wie oben. Bei sechs solchen Versuche; 
wurden folgende Werte erhalten: 





Tabelle II. 





Versuch Nr. 1 2 3 4 5 6 
Neutralfett in %...... 0,031 0,038 0,039 0,031 0,059 0,034 0,038 


Diese Werte entsprechen, wie ersichtlich, in der GréBenordnun 
denen der Tabelle I. Sie liegen simtlich betrachtlich niedriger als (i 
mit indirekten Methoden gefundenen Werte, aber durchschnittlic 
etwas hoher als die nach Bang gefundenen Werte. 

Kiirzlich hat Schuwirth! gefunden, daB bei der hier verwendeter 
Glycerinbestimmungsmethode eventuell vorhandene Zuckerverbindunge 
eine Fehlerquelle ausmachen kénnen, offenbar weil sie bei der H J-be 
handlung kleine Mengen von fliichtigen Alkyljodiden geben kénnen 
Nach Kirk? enthalt der Lipoidextrakt von Blutplasma gewohnlich klein 
Mengen von Cerebrosiden, oder wenigstens nach Hydrolyse reduziereni 
Substanz. Bei den bestehenden quantitativen Verhaltnissen kénny 
diese Substanz aber nur eine zu vernachlassigende Erhéhung der Tn 
glyceridwerte bewirken. Dieser Fehler muBte iibrigens bei den in 1) 
belle II angefiihrten Triglyceridbestimmungen eliminiert sein, ( 
eventuelle Cerebroside hier mit den Phosphatiden in die Acetonfalluy 
gehen diirften. 

In sieben von den Fallen, deren Niichternwerte in Tabelle 1 wieder 
gegeben sind, wurde nach der ersten Blutentnahme 1 g Olivendél pro! 
Kérpergewicht gegeben. Nach 3 bis 4 Stunden wurde dann eine neu 
Blutprobe entnommen; das Plasma wurde wie oben analysiert. lk 
Ol wurde zusammen mit Kaffee oder Selterswasser zugefiihrt. Di 
nach der Fettmahlzeit entnommene Blutprobe zeigte regelmabig eim 
schwache bis sehr schwache Opaleszenz. Die Versuchsergebnisse fin 


1 K. Schuwirth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 268, 25, 1940. — ? FE. Kivi 
J. of biol. Chem. 128, 637, 1938. 
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jan in Tabelle III]. Die Berechnung der Zunahme der Phosphatidfett- 
juren ist unter der Annahme erfolgt, daB von den Phosphatiden nur 
ie Glycerinphosphatide an dieser Erhéhung teilnehmen. Das Neutral- 
tt ist wie in Tabelle I berechnet, die Triglyceridfettsiuren wie die 
hosphatidfettsiuren sind als Stearinsiure berechnet. Die so ein- 
fiihrten Approximationen kénnen keinen erheblichen EinfluB auf die 
rhaltenen Werte haben. 


Tabelle II. 





Versuch Nr. 1 y ‘ § 5 7 Mittel 


iichternwert von Lipoid-P, 
mg/100 ccm 5,65 7,33 6,63 8,62 6,05 6,19 5,07 
unahme nach Fettzufubr: 
Lipoid-P, mg/100cem .... 0,72 0,52 0,07 1,68 0,65 0,43 0,74 
Phosphatidfettséuren, 

g/100 cem 0,013 0,009 0,001 0,030 0,011 0,008 0,013 0,014 
Triglyceridfettsauren, i 


g/100 com 0,010 0,036 0,018 0,001 0,045 | 0,003 0,000 | 0,016 


In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Versuche mit 
igiger Fettbelastung bei Menschen ist die alimentaire Erhéhung der 
lutlipoide hier sehr gering, bisweilen nicht sicher feststellbar. Durch- 
hnittlich verteilt sich die Erhéhung etwa zu gleichen Teilen auf 
hosphatidfettsauren und Triglyceridfettsiuren. Die prozentuale Er- 
ihung ist meistens bei den letztgenannten viel gréBer als bei den 
hosphatidfettsauren. Die gefundenen Werte fiir die Zunahme der 
iglyeeride stimmen sehr gut mit den unter den gleichen Bedingungen 
it der Methode von Bang erhaltenen Ergebnissen iiberein. 


Zusammenfassung. 


Die noch wenig geklarte Frage nach dem Vorkommen und der 
enge der Triglyceride in Blutplasma von Niichternen wurde mit Hilfe 
n Lipoidglycerinbestimmungen untersucht. Es ergibt sich, daB die 
anderen Untersuchungen auf indirektem Wege erhaltenen Tri- 
veeridwerte (etwa 150 bis 250 mg/100 ccm) viel zu hoch sind. Die in 
ser Untersuchung gefundenen Triglyceridwerte liegen im Plasma von 
iichternen bei etwa 30 bis 70mg/100 ccm. Nach maBiger Fettbelastung 
tteilt sich die Erhéhung der Fettsiuren im Blutplasma etwa gleich- 
big auf Triglyceride und Phosphatide. 








Die Trennung von biologischen Fettstoffen 
aus ihren natiirlichen Gemischen durch Anwendy 
von Adsorptionssiulen. 
I. Mitteilung: 
Die eluotrope Reihe der Lésungsmittel. 
Von 
Wolfgang Trappe. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universi: 
Berlin.) 


(Eingegangen am 10. April 1940.) 


In einer Folge mehrerer Mitteilungen soll iiber die Arbeiten | 
Verfassers, welche das Ziel haben, die biologischen Fettstoffe aus ily 
natiirlichen Gemischen mit Hilfe der chrematographischen Adsor)tiv 
methode zu fraktionieren, berichtet werden. Wie spater ausfiihrlic) 
dargelegt werden wird, stehen uns bis heute zur quantitativen 4) 
trennung der einzelnen Fettkérper bzw. Fettkérpergruppen aus e'ne 
Gesamtlipoidextrakt — abgesehen von dem nicht veresterten (h 
sterin — keine Methoden zur Verfiigung. Es ist daher naheliegend, « 
von dem genialen russischen Botaniker M. Tswett im Jahre 1906 ei 
gefiihrte Technik der chromatographischen Adsorptionsanalyse, (i 
obwohl sie einen der bedeutendsten methodischen Fortschritte auf de 
Gebiete der physiologischen Chemie darstellt, erst ungefahr ein Vier 
jahthundert spater eine allgemeinere Anwendung fand, auf die Lijwi 
anzuwenden. Dieses Verfahren dient in erster Linie der Trennu 
verschiedener Stoffe aus ihrem Gemisch und ist anderen Fraktionierung 
methoden im allgemeinen weit iiberlegen. Die Methode bedient « 
der unterschiedlichen, fein abgestuften, durch die molekulare Strukt 
bedingten und durch intermolekulare, elektrostatische Krafte wi 
samen Adsorptionsaffinitaten verschiedener Stoffe innerhalb ei 
Systems, bestehend aus einem Adsorptionsmittel, einem Lésungsnitt 
und den in diesem gelésten, zu adsorbierenden Stoffen. Aus eine 
solehen System lassen sich nun im allgemeinen zwei Stoffe unt 
schiedlicher Adsorptionsaffinitat noch nicht ohne weiteres voneinani 
trennen, da sich gemaB dem Grad der Adsorbilitaét unter den gegeber 
Bedingungen ein Gleichgewicht zwischen den adsorbierten und 
gelésten Anteilen einstellt. Von beiden Adsorbenda ist also ein, we 
auch unterschiedlicher Anteil adsorbiert bzw. gelést. Erst die ge 
reiche und entscheidende Tat von T'swett, ein solches Adsorptionssys 
von dem Lésungsmittel in einer definierten Richtung durchstrim: 
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ven, erméglicht es, die feinen Unterschiede in der Adsorbilitdt ver- 


Mhiedener chemischer Individuen zu ihrer Trennung auszunutzen. 
Bvt man in eine Saule eines Adsorbens eine Lésung verschiedener 
ffe ein und laBt diese nun von dem Lésungsmittel durchstrémen, 
wandern die gelésten Stoffe in Abhangigkeit von ihrer Adsorbilitat 
schieden schnell, d. h. derjenige Stoff, welcher am wenigsten stark 
Meorbiert wird, wandert am schnellsten abwarts. Hierdurch kommt 
pe raumliche Trennung der Komponenten eines Lésungsgemisches 
Btande. Je linger das Lésungsmittel die Saule durchstrémt, um so 
moger wird der Abstand zwischen den verschiedenen Zonen der Adsor- 
aie. Diese lassen sich nach dem Herausdriicken der Adsorpticnssiule 
as dem Rohr mit dem Messer voneinander scheiden und durch geeignete 
hienten kénnen nun die adsorbierten Stoffe eluiert werden. Wesentlich 
niger gebrauchlich ist die Technik des sogenannten ,, fliissigen Chro- 
' togramms*. Zur Gewinnung eines ,,fliissigen Chromategramms* wird 
; Durchstrémen der Adsorptionssiule mit einem geeigneten Lésungs- 
ttel so lange fortgesetzt, bis die einzelnen Zonen der Adsorbate die 
wze Lange der Saule passiert haben und mit dem Lésungsmittel in 
> Vorlage, welche in regelmaBigen Abstanden gewechselt werden mub, 
angen. Man erhalt auf diese Weise ein Chromatogramm, bei welchem 
e Komponenten nicht in adsorbierter, sondern in geléster Form 
rliegen. 

Die groBe Selektivitat des Verfahrens beruht auf der starken Ab- 
igigkeit der Adsorptionsaffinitat von der molekularen Struktur des 
lsorbendums. Geringste konstitutionelle Anderungen des Molekiils 
virken meist auch eine Verainderung der Adsorbilitat, so daB sich 

Hilfe der chromatographischen Adsorptionsmethode selbst nachste 
mische Verwandte, wie z. B. Stereoisomere, voneinander trennen 
sen. 

Wie aus der Bezeichnung des Verfahrens hervorgeht, wurde die 
thode zunachst fiir gefdrbte Substanzen angewandt. Bei diesen laBt 
h ihr Verhalten auf der Adsorptionssdule ohne weiteres mit dem Auge 
folgen. Die ,,Chromatographie farbloser Stoffe bietet trotz der 
schiedenen angewandten Kunstgriffe Indikatormethode, Pinsel- 
thode, Chromatographie im ultravioletten Licht (Ultrachromato- 
phie), empirisches Verfahren — sowohl in Hinsicht der Auffindung 
rigneter Bedingungen, sowie in Hinsicht der Durchfiihrung des Ver- 
hrens, ganz erhebliche Schwierigkeiten, die ihrer erwiinschten all- 
eineren Anwendung hemmend im Wege stehen. Da es sich bei den 
iirlichen Lipoiden, mit Ausnahme der Carotinoide, um eine Vielzahl 

farblosen Stoffen handelt, diirfte in diesen Schwierigkeiten der 
und zu suchen sein, weshalb trotz des Versagens anderer Fraktio- 
frungsmethoden bisher noch nicht der Versuch unternommen wurde, 
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die chromatographische Adsorptionsmethode zur Isolierung der fy sheit ve 
stoffe aus dem Gesamtextrakt heranzuziehen. Hinzu kommt, daj ¥ 
Bestimmungsmethoden fiir die einzelnen Lipoide vielfach unzureichy 
und umstandlich sind. : 
Allgemeingiiltige Gesetzmdpigkeiten, welche aus der chemisch 
Konstitution eines Stoffes sein Verhalten auf der Adsorptionssiy 
unter bestimmten Bedingungen voraussagen lieBen, fehlen — abvesety 
von einigen Ausnahmen — infolge ungeniigender theoretischer fy 
dierung des Verfahrens fast vollstaéndig. Auch iiber die zweckmiatiy 
Wahl! des Adsorptions- bzw. des Elutionsmittels fiir eine gegebene Ay 
gabe lassen sich aus der Natur derselben oder ihres Verhaltens nadfiirden s 
bekannten, allgemeingiiltigen Regeln kaum Voraussagungen mache, 
Die speziellen chromatographischen Adsorptionsmethoden beruhen ay 
empirischen Feststellungen. Mit Recht betonen Zechmeister und +. (‘jy 
noky} in ihrer vorziiglichen Monographie tiber die chromatographisiflf, fe das 
Adsorptionsmethode, da8 wir uns offenbar in jenem Stadium der EnMeicher c 
wicklung, in welechem das neue Hilfsmittel im Bedarfsfalle gern herfihhingig 
gezogen wird, wobei jedoch eine systematische Untersuchung der \lrschiede 
wendungsméglichkeit nur selten erfolgt, befinden. Sollen also geeigneihsertone 
und verlaBliche Bedingungen zur Durchfiihrung der Fraktioniermf}, Alur 
des Gesamtlipoidextraktes aus biologischem Material auf Adsorptio 
siulen gefunden werden, so ist zundchst in zahlreichen, méglichst :iMfbellel. . 
fachen Adsorptionsversuchen ein systematisches Studiwm des Verhalt = 
der verschiedenen in Frage kommenden Fettstoffe bei Anwendung » 
schiedener Solventen und verschiedener Adsorbenten wnerldplich. |; 
besondere ist es vorerst unser Ziel, durch solche planmaBigen Adson 
tionsversuche mdéglichst allgemeingiiltige GesetzmaBigkeiten besoni: P 
hinsichtlich der Rolle des Lésungsmittels bei dem Adsorptionsvorgang 
finden, um so, wenn méoglich, die chromatographische Adsorptior Bevor 
methode aus dem Stadium der reinen Empirie herauszufiihren. r versch 






















Zum Zwecke dieser Untersuchungen wird von uns in Anlehnwipnssysten 
an Willstdtter, der die Adsorptionsaffinitéten der Fermente zu ihn™piges tib 
Reindarstellung benutzte, der Begriff des Adsorptionswertes benutiisungsmi 
Nach unserer Definition gibt der Adsorptionswert eines Adsorpticng™mmende 
systems diejenige Menge einer Substanz in Prozenten an, welche aus (x 
Volumenteilen einer 100 mg igen Lésung derselben an ein ,,Volumejginten ist 
teil‘ eines Adsorbens maximal, d.h. nach endgiiltiger Einstellung (4! steige 
Gleichgewichts bei 26°C adsorbiert wird. Im Gegensatz zu Willstiiiffiifte der 
beziehen wir also den Adsorptionswert nicht auf die Gewichts-, sondemgifsorption 
auf die Volumeneinheit des Adsorbens. Da das Volumen der Gewicht H,O-) 
blekiile, | 

1 Zechmeister u. v. Cholnoky, Die chromatographische Adsorptiongmung. A 
methode. Berlin, Jul. Springer, 1938. lsorption 
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sheit verschiedener Adsorbenten nicht nur infolge ihres verschiedenen 
ifischen Gewichtes sehr unterschiedlich ist, sondern in hohem Mabe 


mn seiner Kornfeinheit abhangt, legen wir der Volumeneinheit des 


sorbens nicht sein spezifisches Gewicht zugrunde, sondern haben 
unsere Zwecke den Begriff des ,, Volumengewichts“* der Adsorptions- 
ittel eingefiihrt, wobei wir unter dem ,,Volumengewicht™ diejenige 
pwichtsmenge eines Adsorbens verstehen, welche durch halbstiindiges 
ntrifugieren bei 3000 Touren und einem Radius von etwa 15cm 
en Raum von 1 ccm einnimmt. Es sei hier betont, daB das ,, Volumen- 
wicht’’ nicht als eine exakte physikalische Konstante betrachtet 
prden soll, sondern da es nur dem praktischen Zweck dient, das 
sorptionsvermégen gleicher ,,Volumina‘ verschiedener Adsorbenten 
jteinander vergleichen und so verschiedene Adsorptionssdulen gleichen 
numinhalts zueinander in Beziehung setzen zu kinnen. In welchem 
fe das Volumen bzw. die Kompressibilitat von Adsorptionsmaterial 
richer chemischer Natur von der Art seines Herstellungsverfahrens 
bhingig ist, wird deutlich, wenn man die ,,Volumengewichte“ der 
rschiedenen, haufig zu Adsorptionszwecken benutzten Praparate von 
sertonerde miteinander vergleicht (Tabelle 1). Das spezifische Gewicht 
n Aluminiumoxyd betragt 3,96 g. 


bellel. , Volumengewicht* von verschiedenen Al,O,-Praparaten. 





ale Volumengewicht 
Aluminiumoxyd 


Standardisiert nach Wislicenus (Merck) ... 
Ss » Brockmann (Merck) ... 
Praparat von Schering 


Bevor auf die Erkenntnisse, die durch das Studium der Adsorbilitat 
verschiedenen Fettstoffe unter Anwendung verschiedener Adsorp- 
nssysteme gewonnen wurden, eingegangen werden kann, muB noch 
higes tiber die Bedeutung des Zustandes des Adsorptionsmaterials, der 
sungsmittel und tiber die Reinheit der Handelspraparate der in Frage 
mmenden Lipoide gesagt werden, welche bei Adsorptionsversuchen 
bedingt zu beachten sind. Die Adsorptionskraft der meisten Adsor- 
ten ist in starkem MaBe von ihrem Feuchtigkeitsgehalt abhangig. 
i steigendem Wassergehalt sind die elektrostatischen Anziehungs- 
ifte der Elementarteilchen des Adsorbens, die dem Phanomen der 
sorption zugrunde liegen, in steigendem Mafe durch Lyosorption 
H,O-Molekiilen bereits abgesattigt und stehen zur Bindung anderer 
blekiile, soweit keine Verdrangung stattfindet, nicht mehr zur Ver- 
yung. Abgesehen von den wenigen standardisierten Praparaten zur 


fsorptionsanalyse besitzen die meisten Handelspriparate einen 
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wechselnden Wassergehalt, der sich insbesondere durch die Art 4 
Aufbewahrung noch weiter andern kann. Wie wir selbst erfajy, 
haben, nahm auch die Adsorpticnskraft des Al,Os standardisiert , 
Brockmann allein durch wiederholtes Offnen des Aufbewahrunysyefi) 
mit SchraubverschluB erheblich ab. Durch maximale Trocknung ¢j 
Adsorptionsmittels erhalt man fiir dieses konstante und reproduzierlyp 
maximale Adsorpticnswerte. Da getrocknete Adsorbenten hygroskopis 
sind, muB die Trocknung oft wiederholt bzw. der Feuchtigkeitszyty 
verhindert werden. In welchem Mafe die Adsorptionskraft verschiedey 
Adsorptionsmittel durch Vertreiben des Wassers zunimmt, geht , 
der Tabelle II hervor, in welcher Adsorptionswerte verschiedeys 
Systeme mit unvorbehandelten und mit durch mehrstiindiges Erhity 
auf etwa 126° optimal getrockneten Adsorbenten wiedergegeben werd 


Tabelle Il. Adsorptionswerte vor und nach dem Trocknen (s 
Adsorptionsmittel. 





Un- tsgehal: 
Adsorbendum Solvens Adsorbens vorbe- ‘ “ ; 
handelt 


Stearinsaures Cholesterin , Toluol Frankonit KL 6,0 
Triolein si 2 oa 43,9 
” Benzol Bleicherde 14,6 
Essigsaures Cholesterin | Trichloréthylen Wieselsiure 17,4 1yggpeht ... 
Triolein a mS 51,6 100, 
StearinsauresCholesterin | Tetrachlorkohlen- Kieselsaure- 47,7 2.8 Ganz 
stoff anhydrid 


Essigsaures Cholesterin | ‘‘ Al-Silicat 3,4 


Trielaidin ro 44,0 
Jedoch ist nicht nur der Feuchtigkeitsgehalt fiir die Adsorptic 
kraft von Adsorptionsmitte!n der gleichen chemischen Natur mabyeben 
Abgesehen davon, daB mit abnehmender Korngr6Be des Pulvers ( 
Oberflache und damit die Oberflachenkrafte zunehmen (spezifis 
Oberfliche des Adsorbens), sind schwer durchschaubare Verhaltni 
an der Oberfliche der Elementarteilchen des Adsorbens (Struktur ( 
Grenzflache, geometrische Form des Adsorbens, innere und aul 
Grenzflichen), welche von der Art des Herstellungsverfahrens abham 
sind, von gréBter Bedeutung fiir die Aktivitaét desselben. Als Beiy 
hierfiir gibt die Tabelle III die Adsorptionswerte von Cholesterin 
Benzol bei Benutzung verschiedener maximal getrockneter Aluminii 
oxydpraparate an. DefinitionsgemaiB werden gleiche Volumina | 
Adsorbenten, also z. B. entsprechend den ,,Volumengewichten’ 
belle I) 1 Gewichtsteil des Al,O, standardisiert nach Waslicenus GR: witiss 
5,3 Gewichtsteilen des Handelspraparates von Schering verglichen. JJ 58, 1082 
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Tabelle III. Cholesterin—Benzol. 





Aluminiumoxy dpriiparate Adsorptionswerte 


Nach Brockmann (Merck) 95.4 
»  Wislicenus (Merck) 69,2 
Praparat von Schering 0,0 


Die Praparate verschiedener Zubereitung zeigen im Adsorptions- 
such nicht nur quantitative, sondern auch qualitative Unterschiede. 
deutlichsten gehen diese Verhaltnisse aus den klassischen Arbeiten 
) Willstatter und Kraut, welche durch mannigfache Abwandlung 

Herstellungsverfahrens von Aluminiumhydroxyd zu Praparaten 
z verschiedenen Verhaltens gegentiber Fermentlésungen gelangten, 
rvor. 

Die gleiche Beachtung verdient fiir die Reproduzierbarkeit von 
sorptionsversuchen die Beschaffenheit der Lésungsmittel. Die Ta- 
le IV zeigt die Abhangigkeit des Adsorptionswertes von dem Feuchtig- 
tsgehalt des Benzols bei Adsorption von Triolein an Floridin XXF. 


Tabelle IV. Triolein—Floridin XXF. 





Benzol Adsorptionswerte Benzol Adsorptionswerte 


62,6 Trocken 77,6 


Ganz besonders wird die Elutionskraft der Solventen schon durch 
ingste Alkoholbeimengungen erhéht (Tabelle V). 


Tabelle V. Petrolather—Cholesterin—Al-Silicat. 





thylalkoholzusatz Athylalkoholzusatz 


Adsorptionswerte 0 Adsorptionswerte 


0 
100,0 : 8,6 
25 | 88,3 2,1 
0,5 46,0 0.0 
0,75 21,0 





Wir haben deswegen fiir unsere Versuche die Lésungsmittel durch 
ignete MaBnahmen sorgfaltig gereinigt, entwassert und redestilliert. 


Eine weitere Schwierigkeit bei dem Studium der Adsorbilitaét der 
tstoffe ergab sich schlieBlich aus der Tatsache, daB die meisten 
delspriaparate derselben — insbesondere die Praparate der Tri- 
eride und die der Cholesterinester — einen mehr oder weniger hohen 


sterin 
mini! 
rina | 
on 


PNUS | 


' Willstétter u. Kraut, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 149, 1117, 1923: 
‘hen. #58, 1082, 1924. 
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Anteil an Verunreinigungen besitzen. Als dlsaures Cholesterin de 
rierte Priparate verschiedener Provenienz enthielten z. B. nur we 
mehr als 70 % des angegebenen Esters. Das gegebene Verfahren soy 
zum Nachweis der Verunreinigungen wie auch zur Reinigung ¢j 
vielfach Gligen Produkte ist die Chromatographie. Die Angabe. 
welche Weise wir auf Grund unserer Adsorptionsversuche geeigy 
Bedingungen zur chromatographischen Reinigung der Priiparate , 
funden haben und so zu einheitlichen Produkten zur Bestimmung , 
Adsorptionswerten gelangt sind, soll einer spiteren Mitteilung y 
behalten bleiben. 

Wie bereits gesagt, war bei unseren systematischen Adsorptigy 
versuchen unser Augenmerk zunachst weniger auf das Verhalten 4 
Fettstoffe als auf die Rolle, welche die Adsorptions- und insbesonder 
Lésungsmittel dabei spielen, gerichtet. Wie aus den friiheren 4 
fiihrungen hervorgeht, erlaubt die Bestimmung von Adsorptionswer 
durch den Wechsel des Adsorbendums, des Adsorbens oder des Solve 
jeweils die Bedeutung derselben unter im iibrigen konstanten } 
dingungen fiir die Adsorption zu studieren. Zu diesem Zwecke wun 
mit 28 Adsorptionsmitteln, 30 organischen Lésungsmitteln und 16 Fe 
stoffen in der verschiedensten Kombination weit tiber 500 Adsorptio 
versuche durchgefiihrt. Im Gegensatz zu der in der Chromatogray| 
iiblichen einseitigen Auswahl von einigen wenigen Lésungsmitt 
haben wir also unsere Versuche bewuBt auf eine méglichst grole 7 
von Solventen ausgedehnt. Hierbei zeigte sich bald die unerwartete 1 
sache, daB sich — abgesehen von wenigen Ausnahmen — wnabhiingiy: 
der Natur des im Adsorptionsversuch verwandten Adsorbens und Ais 
bendums eine gesetzmapige Reihe der Lisungsmittel abnehmender Eluti 
kraft aufstellen laBt. Wir wollen diese Reihe der Solventen als ; 
,,eluotrope Reihe der Lisungsmittel bezeichnen. Die Tabelle VI 7 
die gesetzmaBige Abhangigkeit der Adsorptionswerte von der Nit 
des Lésungsmittels in einer gréBeren Zahl von Adsorptionsversuc! 
wobei verschiedene Adsorptionsmittel und verschiedene Fettstoffe 
Anwendung kommen. 

Es liegt auf der Hand, daB die Feststellung einer rege|lmat 
Reihe der Lésungsmittel abnehmenden Elutionsvermégens fiir die - 
wendung der chromatographischen Adsorptionsmethode, insbesont 
bei der Durchfiihrung der Technik des sogenannten fliissigen Chron 
gramms, von groBer Bedeutung ist. Fiir die letztere Art des Verfali 
liegen ideale Verhaltnisse vor, wenn sich fiir jeden der adsorbiet 
Anteile ein streng auswaihlendes Elutionsmittel finden lift. Man ¢ 
annehmen, daB bei Kenntnis der eluotropen Reihe durch die Anwent 
von Eluenten fein abgestufter Elutionskraft in vielen Fallen hie 
geeignete Bedingungen gefunden werden kénnen. 
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lle VI. Die Abhangigkeit der Adsorptionswerte von dem 


ALE 


Lésungsmittel. 





Al, O,* 
Al-Silicat * Kieselsiiure * nach Kaolin 
Brockmann 


Losungsmittel 


Triolein 


Olsiiure 


Olsiiure 
Cholesterin 


Cholesterin 





32,3 _ I 0.0 0.0 


thylalkohol 0,0 0.0 
hylalkohol | 
Propylalkohol 
reton | 
sigsaures Athyl ....% 71,9] 0,0 0,0 0,0 OOF 14,89 0,0 1,3 
80,97 0,0 0, 0.0' 0,0 0,0f 63,71 0.0 0.0 
88,99 0,0 69,79 42,89 0,08f 24.519 0.0 1,9 
89,8} 0.0 71,89 54.49 0,07 53,27 0.0 0,0 
98,25 75,7 88,29 76,59 0,0f 95,19 11,2 7 40,0 
98,07 78,6 90,6] 86,97 0,0 97,0912,8 f 46,8 
ichlorathylen 98,69 86,3 97,49 98,5933.49 96,3 [22.4 
trachlorkohlenstoff . 98,8§ 96,4 98,6 100,09 74,6 98,0153,1 | 82,1 
100,0 99,2 100,0 100,0 § 98,2 J 100.0] 96,8 | 94,9 
trolather, Sdp.30-50° 100,0 100,0 100,0 100,0 99,0 100,0 97,9 J 98,1 


44,6 0.0 0,0 
46,83 — 0.0; 0,0; — 3,8 


mit H, O 
mischbar 







































































* Adsorbens maximal getrocknet. 


Die Ursache fiir den Grad der Elutionskraft eines Lésungsmittels 
t in dessem molekularen Feinbau zu suchen. Es ist deswegen zu er- 
prten, daB sich physikalische Konstanten der Solventen finden lassen, 
lche eine Parallelitat zu ihrer eluotropen Reihe zeigen. Wie aus der 
bbelle VII hervorgeht, hat sich diese Erwartung bestatigt. Gleich- 
itig glauben wir auf Grund dieser Beziehungen eine Antwort auf die 
age nach der Rolle, welche das Lésungsmittel bei der Adsorption aus 


sungen spielt, geben zu kénnen. Die Erscheinung der apolaren 


sorption, mit der wir es hier zu tun haben, beruht auf den wniversellen 
traktionskrd ften, welche sowohl zwischen gleichartigen, wie zwischen 
yschiedenartigen Molekiilen bestehen. In einem Adsorptionssystem sind 
), abgesehen von den anziehenden Kraften zwischen der gelésten 
tbstanz und dem Lésungsmittel (Solvatation), solche zwischen diesen 
hd dem Adsorbens, dessen Elementarteilchen Molekiilaggregate dar- 
‘len, wirksam, wobei sich die Attraktionskriifte der Molekiile additiv 
thalten. Es besteht daher ein Wettstreit der Molekiile des Solvens 
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und der des ,,Adsorbendums*‘ um die ,,Valenzen‘‘ des Adsorbens 

gréBer ceteris paribus die ,,Adsorbilitét’‘ des Lésungsmittels, yy, Ger ist 
geringer ist die adsorbierte Menge des gelésten Anteils, da diese; ; allelité 
steigendem Mafie aus dem Adsorptionsraum verdrangt wird. Enis en di 
Reihe zunehmenden Elutionsvermégens der Lésungsmittel ist glej: 
zeitig die Reihe ihrer zanehmenden Adsorbilitat. Die Richtigkeit dix 
Auffassung geht aus der Tabelle VII hervor. 


enzflac 


Tabelle VII. Physikalisch-chemische Konstanten der Lésung 
mittel. 


tel zel; 
ffinitat 

gleich 
) anger 





i200 


Benetzungswarme 
(g-Kalorien 
pro g Adsorbens) 


Q ist ¢ 
r Losun 


nsta nt« 


Lésungsmittel 


o in dyn/cm ** 


iche Or 


Léslichkeit von g Wasser in 
100 g Lésungsmittel bei 20° C * 


Léslichkeit von g Lésungsmittel 
in 100g Wasser bei 20°C * 


von Wasser bei 209 C «& dyn/cm ** 
Oberflichenspannung bei 20°C 


Dielektrizitatsk« 


Kiesel gel + 


Grenzflichenspannung an der Grenze 
Quarz ** 
Floridin *** 
Tonerde *** 


ruht au 


wo 


Spalte 6 7 8 9 10 


Wasser — | —| — | 23,0 16,3 :12,6/30,2) — 14.6 81,0 1 


Methylakohol | 23,0 
Athylalkohol | 22,0 
n-Propylalkohol .... > | 28,6 }13,5:10,2; — | — 
Aceton ) | 22,6 13,6) 8,0\27,3) — 


Essigsaures Athy] | — || —| — {18,5 
Athylather 16,5 5,8 10,5 
Chloroform 26,3 9,0 8,4 15,7 
Methylenchlorid .... —|—/—|;— 
2,6 28,8 5,8 4,6 10,8 


0 28,2 — 


4,6 9,9 


lo oe ok.) 


Trichloraéthylen 

Tetrachlorkohlenstoff 
Cyclohexan - - 
Petrolather (Hexan) . 50,4 | 17,4 | 3,1) 1,2) 3,9 


* Landolt-Boérnstein, Physikalisch-Chemische Tabellen. ** Oppenheimer-Pincussen, 
bulae biologicae. — *** Gurwitsch, Kolloid-Zeitschr. 82, 80, 1923. — + Grimm, Randenbuse! 
Wolff, Angew. Chem. 41, 104, 1928. 


43,4 25,7 | 8,1 18 


Angaben sehr 
unterschiedlich 


In den zwei ersten Spalten ist die Mischbarkeit der organisc@mterschei 
Lésungsmittel mit Wasser, welche ein MaB fiir die Anziehungskriif™fffreiche 
zwischen den Wassermolekiilen einerseits und den Molekiilen dj Auton 
organischen Fliissigkeiten andererseits darstellen, angegeben. Hier" 
ist ebenfalls die Grenzfldchenspannung gegeniiber dem Wasser abhan 
(Spalte 3). Je ,,schroffer‘‘ der Ubergang an der Grenzflache. um 


' Gun 





bens 


um 


dieser I 
d. Ei 
t cleid 
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Dielektrizitatskonsta nt« 
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ger ist die Grenzflachenspannung. Es zeigt sich eine ausnahmslose 
allelitat zwischen diesen Werten, soweit diese vorliegen und endliche 
‘gen darstellen, und der eluotropen Reihe. Die Ober/lachenspannung 
enzflachenspannung gegenitiber Luft) laBt dagegen nicht diese Be- 
hungen erkennen (Spalte 4). Es gibt keine Methode, um die Spannung 
der Grenzflache fest-fliissig zu messen. Es ist aber anzunehmen, dab 
se die gleiche regelmaBige Reihenfolge fiir verschiedene Lésungs- 
ttel zeigt wie an der Grenzfliche gegen Wasser, d.h. also, daB die 
finitat’* der Solvensmolekiile zu den Molekiilen der Adsorbenten in 
gleichen Reihenfolge abnimmt wie gegeniiber den Wassermolekiilen. 
, angenahertes MaB fiir die Adsorption von Fliissigkeiten an feste 
brper (Lyosorption) ist die Benetzungswirme, welche von der Kom- 
pssion der Fliissigkeit im Adsorptionsraum herrihrt. In den Spalten 5 
9 ist die von verschiedenen Autoren gefundene Benetzungswarme 
; Lésungsmittel an verschiedene Adsorbenten angegeben. Auch hier 
et sich — von einigen wenigen UnregelmaBigkeiten abgesehen — die 
iche Ordnung wie bei der eluotropen Reihe, d. h. also, die Adsorbilitat 
Solventen ist ihrem Elutionsvermégen symbat und die Elution 
ruht auf Verdrangung des ,,Adsorbendums‘‘ aus dem Adsorptions- 
m. In der 10. und 11. Spalte sind schlieBlich die Dielektrizitdts- 
istanten und die elektrischen Momente der Lésungsmittel angegeben. 
Dielektrizitatskonstanten nehmen im Sinne der eluotropen Reihe — 


gehen von Athylather und Chloroform, welche ihre Platze ver- 
icht haben — kontinuierlich ab. Das Dipolmoment laBt dagegen 
ht die gleiche RegelmaBigkeit der Beziehungen erkennen. 


Es ist zu erwarten, da} bei der geplanten Ausdehnung der Unter- 
chungen auf weitere Adsorptionsmittel und lipoidlésliche Stoffe sich 
phrere Abweichungen von der eluotropen Reihe zeigen werden. In der 
belle VI zeigt das Cholesterin eine starkere Adsorbilitat aus Ather 

Al,O3 standardisiert nach Brockmann, als der eluotropen Reihe 
tspricht. Dasselbe Verhalten findet man bei Triolein gegeniiber 
03. Es ist aus den Untersuchungen mehrerer Autoren bekannt, daB 
hle in Adsorptionsversuchen ein abweichendes Verhalten gegeniiber 
nanderen Adsorbenten zeigt. Wir haben diese Angaben durch Ver- 
che mit Carbo medicinalis ,, Merck’: bestatigen kénnen. Gurwitsch! 
hterscheidet deswegen zwischen den ,,oxophilen‘’, hydrophilen, sauer- 
freichen Adsorbenten und der ,,carbophilen‘*, hydrophoben Kohle. 
er Autor kommt auf Grund seiner Versuche zu einer ahnlichen Auf- 
sung iiber den Vorgang bei der Adsorption aus Lésungen an feste 
lsorbenten wie wir. In der Tabelle VIII geben wir seine Befunde iiber 


' Gurwitsch, Kolloid-Zeitschr. 32, 80, 1923. 
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Tabelle VILL. Adsorptionsversuche von Gurwitsc 


dal sic 


Adsorb 





Floridin rior 
ay ec Lésungsmittel abneht 
eS ; : 

Paraffin anf Reihe | 


Benzoe- 
siure 


Lésungsmittel 


Paralle 


Aceton 0,00 . 3enzol 
Essigester 0,22 Tetrachlorkohlenstoff 61°} 
Chloroform 3,50 0,87 Benzinfraktion 80-829 | 4, a der M 


Wassel 
die Abhangigkeit der Adsorption von Benzoesiure und Paraffin (Schy qm Grund 
punkt 58,59) an Floridin wieder. Die Werte geben die adsorbierte \feyqm das L 


schiede 





aus 100 cem einer 1 °{igen Lésung (Vol.-°,) an 10 g Adsorbens an, \yq Adsor! 
hierbei ergibt sich eine vollstdindige Ubereinstimmung mit der eluotyo,m sorbiet 
Reihe der Lésungsmittel. yefaBt 


Die ,,Adsorption aus Lésungen“ stellt insofern komplizierte \ 
ginge dar, als, wie bereits gesagt, neben der Wechselwirkung zwis:} 
dem Adsorbenten einerseits und dem Solvens und Adsorbendum ander 
seits, auch solche zwischen Solvens und gelésten Anteilen  besteld 
d.h. daB die Molekiile der gelésten Substanz von einer Schicht me 
oder weniger fest gebundener Lésungsmittelmolekiile umgebe1 
(Solvatation). Bei der Adsorption ein und desselben ,,Adsorbendum 
aus verschiedenen Lésungsmitteln handelt es sich demnach nicht \ 
die Adsorption ein und desselben ,,Molekiilindividuums*, sondem 
die Adsorption eines von Fall zu Fall wechselnden Molekiilaggrey: 
dem _,,solvatatisierten** Molekiil. Wir méchten annehmen, dab | 
Solvatation fiir die Adsorbilitaét eines Molekiils nicht immer gleichgiii 
ist und da sich deswegen gelegentlich Abweichungen von der eluotroy 
Reihe zeigen werden, weil, obwohl der geléste Anteil immer der gleic! 
das ,,Adsorbendum*: doch je nach dem verwandten Lésungsmitte! \ 
schieden ist. Wir glauben jedoch, die eluotrope Reihe als grundsit: 
fiir die Rolle, welche das Lésungsmittel bei der Adsorption aus Lésuny 
spielt, in Anbetracht der Parallelitaét, welche sie mit verschiede 
physikalischen Konstanten zeigt, und in Anbetracht ihrer in 2: 
reichen Fallen unter verschiedenen Bedingungen bestatigten (iil 
keit, annehmen zu diirfen. 


Zusammenfassung. 


In zahlreichen systematischen Adsorptionsversuchen untet 
nierten Bedingungen wird das Verhalten der Fettstoffe bei der Adsory" 
in Abhangigkeit von dem Adsorbens und insbesondere von dem Losung 
mittel untersucht, um die Bedingungen fiir ihre Fraktionierung 
ihren natiirlichen Gemischen mit Hilfe der chromatographisc! 
Adsorptionsmethode kennenzulernen. Hierbei wird u.a. festgeste! 
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daB sich unabhdngig von der Natur des im Adsorptionsversuch verwandten 
4dsorbens und Adsorbendums eine gesetzmaBige Reihe der Lésungsmittel 
abnehmender Elutionskraft aufstellen lat, welche als die elwotrope 
Reihe der Lésungsmittel bezeichnet wird. Es laBt sich zeigen, daB eine 
Parallelitat zwischen der eluotrbpen Reihe der Lésungsmittel und ver- 
schiedenen physikalischen Konstanten derselben besteht, so insbesondere 
der Mischbarkeit mit Wasser, der Grenzflichenspannung gegeniiber 
Wasser, der Benetzungswarme und der Dielektrizitatskonstanten. Auf 
Grund dieser Beziehungen wird als maBgebend fiir die Rolle, welche 
das Lésungsmittel bei der Adsorption aus Lésungen spielt, seine 
Adsorbilitét betrachtet und die Elution als Verdrangung des ad- 
aus dem Adsorptionsraum auf- 


‘ 


sorbierten Anteils des ,,Adsorbendums'‘ 
gefaBt. 
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Uber die Isolierung von fliichtigen 
Carbonylverbindungen aus Harn des Normalen. 
Von 
G. Matthiessen, M. und P. Lipp und W. Vorwerk. 

(Aus der Medizinischen Klinik Lindenburg;der Universitat K6ln und dem 
Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Aachen! 
(Eingegangen am 29. Marz 1940.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Untersuchungen aus der Brawerschen Klinik und der 
Medizinischen Poliklinik in Dhisseldorf* wurde bereits auf die Be. 
deutung des Sauerstoffmangels fiir den Ablauf des Intermediarchemismus 
bei Herz- und Lungenkrankheiten, in der Héhe und unter Arbeit hin. 
gewiesen und vor allem das Interesse der Klinik, diesen komplizierten 
Mechanismus in seinen Details kennenzulernen, betont. 

Es ist erstaunlich, wie sehr sich der Organismus auch auf einen 
hochgradigen und lange bestehenden Sauerstoffmangel einzustellen 
vermag. Man kann immer wieder beobachten, daB bei schwer dekompen- 
sierten Herzkranken, mitunter sogar noch in der Agonie die Korper- 
temperatur konstant bleibt. Trotz des Sauerstoffmangels wird also die 
zur Erhaltung der Kérperwarme erforderliche Energiemenge auf jeden 
Fall erzeugt und damit der Sollumsatz aufrechterhalten. Besonders 
deutlich zeigt dies die pulmonale Insuffizienz, bei der mitunter wochen- 
und monatelang ein ganz erhebliches arterielles Defizit bestehen kann, 
das irgendwie kompensiert werden muB. 

In welcher Weise die Aufrechterhaltung des Energiebedarfs unter 
Sauerstoffmangel erfolgt, ist vorlaufig noch nicht klar erkennbar, wahr- 
scheinlich wird jedoch hierzu in erster Linie die anoxybiontisch ver- 
laufende Phase des Zuckerstoffwechsels herangezogen. Es ist denkbar 
daB der anoxydativ verlaufende Abbau wesentlich verstarkt wird, da 
die Spaltung der Glucose iiber die verschiedenen Zwischenstufen bis 


zur Milchsaure einen erheblichen Energiegewinn ohne Inanspruchnahme 


von Sauerstoff bedeutet, von dem der Organismus unter verschlechterten 
Bedingungen sicherlich in vermehrtem Mae Gebrauch machen wird 
Die Erhéhung des Milchsaurespiegels im Blute unter Sauerstoffmange’ 


1 Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschung: 
gemeinschaft ausgefiihrt. — * Knipping, Koch u. Matthiessen, Beitr. Klin 
Tuberk. 84, H. 5, S. 447, 1934; Matthiessen u. Vorwerk, Zeitschr. f. expe! 


Med. 96, H. 6, S. 761, 1935; Knipping, Nauheimer Fortbildungslehrgange 


11, 65, 1935. 
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jst bekannt. Beruht dieser nun auf einem verstarkten Glucoseabbau 
und nicht auf einer verzégerten Verbrennung der Milchsaure und einem 
verzogerten Aufbau zu Glucose, so miissen damit auch zwangslaufig 
orébere Mengen an Zwischenstufen durchlaufen werden. Falls von 
diesen nun nicht alle, was nicht ausgeschlossen erscheint, vollstandig 
bis zur Milchsaure abgebaut werden, so kénnten sie entweder phosphory- 
liert oder aber auch frei aus dem fiir sie spezifischen Stoffwechsel- 


geschehen aussscheiden und in anderer Weise wirksam werden. In 
erster Linie kamen fiir solche Zwischenstufen in Betracht der Glycerin- 
aldehyd, das Dioxyaceton, daraus eventuell entstandenes Methylglyoxal 
und die Brenztraubensaure. Andererseits ist auch nicht ausgeschlossen, 
daB das Endabbauprodukt des Kohlenhydrat-Stoffwechsels, der Acet- 
aldehyd, unverandert bleibt und in vermehrter Menge im Kreislauf 
zirkuliert!. Obgleich nun in einem Tage normalerweise etwa 500 g 
Kohlenhydrate abgebaut werden, so sind doch derartige Carbonyl- 
verbindungen im freien Zustand — ausgenommen Acetaldehyd —, 
wenn tiberhaupt, nur in tiberraschend geringfiigiger Menge nachzuweisen. 
Unter normalen Bedingungen wird das nur kurze Auftauchen innerhalb 
des Stoffwechsels dafiir verantwortlich zu machen sein ; unter Sauerstoff- 
mangel werden sich die in vermehrter Menge frei werdenden Ver- 
bindungen infolge des groBen Reaktionsvermégens ihrer Oxogruppen 
vermutlich sehr schnell mit Amino- oder anderen basischen Gruppen 
kondensieren. Auf dieser starken Kondensationsfahigkeit beruht 
wabrscheinlich auch ihre Wirkung auf den iibrigen Stoffwechsel. Es 
ist, wenn man an die Struktur der verschiedenen Hormone und Fermente 
denkt, gut vorstellbar, daB durch derartige Kondensationen das feine 
Spiel der zur Erhaltung des Lebens erforderlichen Regulationen so 
veschadigt wird, daB einer der dem Organismus verhangnisvollen circuli 
vitiosi entsteht: ,,schlechte Sauerstoffversorgung des Herzmuskels und 
der Peripherie, gestérte Abbauregulationen, dadurch herabgesetztes 
Herzminutenvolumen usw.‘*, der zuletzt zu einem Erliegen der Lebens- 
funktion fiihrt. 


Da viele solcher Additionsverbindungen verhaltnismaBig leicht zu 
spalten sind, als Beispiel sei hier die Abspaltung des Formaldehyds aus 
dem Hexamethylentetramin durch geringe Séuerung erwahnt, so konnte 
damit gerechnet werden, daB unter geeigneten Bedingungen eine 
Isolierung von Carbonylverbindungen der erwahnten Art aus Blut oder 
Harn méglich ist. Die Schwierigkeiten, aus dem Blut eine zu einer Auf- 
trennung geniigende Menge zu gewinnen, sind natiirlich recht gro; 


' Horves (Arbeitsphysiol. 10, H. 2, S. 205, 1938) konnte nachweisen, 
da8 unter Arbeit fliichtige Carbonylverbindungen in vermehrter Menge 
gebildet und mit der Atemluft ausgeschieden werden. 
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Blut von Kranken mit Hypoxie und auch von Normalen steht yjc); 
immer zur Verfiigung, auch ist ein Sammeln der Carbonylverbindungey 
sehr zeitraubend, wenn nicht von vornherein ein scharf prazisierte; 
Weg zu ihrer Trennung vorhanden ist, da wegen der unvermeidliche, 
Verluste eine unverhaltnismaBig groBe Menge an Ausgangsmateri, 
gesammelt werden muB. Es wurde deshalb versucht, die interessierence 
Substanzen aus Harn zu gewinnen. Aus friiheren Untersuchungen \ 

bekannt, da die anfallenden Mengen an fliichtigen Substanzen vey 
haltnismaBig gering sind. Aus diesen Griinden wurde, einerseits weve 
der immer verfiigbaren Menge, andererseits um eine Ubersicht iiber dj 
Anzahl der normalerweise ausgeschiedenen Carbonylverbindungen 7) 
erhalten, Normalharn verarbeitet. 


Es konnte vermutet werden, daf auBer den oben erwahnten ein: 
Reihe von Oxoverbindungen wie Acetaldehyd, Aceton, eventuell Aceto 
Formaldehyd, Propionaldehyd, Livulinsiure und andere mehr im Han 
zu finden sind, deren Trennung im nativen Zustand auBerst schwieriy 
und nur unter groBen Verlusten méglich ist. Es war deshalb zweck 
mabig, sie mit einer groBmolekularen Substanz zu kondensieren, 
ein Reaktionsprodukt méglichst groBer Unléslichkeit und Indifferenz 7 
erhalten, dessen physikalische Eigenschaften eine Trennung maéglic| 
machen wiirden. Das 2, 4-Dinitrophenylhydrazin, das bereits vo 
Neuberg, Purgotti und auch von uns angewandt worden war, erschic: 
als das geeignetste Reagens. Die entsprechenden Hydrazone un 
Osazone sind im angewandten 3n salzsauren Milieu schwer-, aber nicht 
ganz unléslich!. Quantitativ kann demnach diese Isolierungsmethoc 
nie sein, auBerdem mus mit miteinander identischen Verbindunge: 
gerechnet werden, wie z. B. die von Glycerinaldehyd- und Diox\ 


acetonosazon. 


Die fiir die spaiteren Ergebnisse wichtigen zahlreichen orientierende! 


Vorversuche und die methodischen Wege werden im Interesse eine! 
knappen Berichterstattung nur kurz beriihrt. 


Es wurde zuerst versucht, um méglichst schonend vorzugehen. 
einer groben Menge Harn (200 Liter), der lediglich mit Kohle geklar 
wurde, die interessierenden Substanzen zu isolieren. Hierbei mult 
natiirlich mit Verlusten durch Adsorption gerechnet werden, die dure! 
vorherigen Zusatz von 37 °,iger Salzsiure zwecks Aufspaltung event 
vorhandener groBmolekularer Kondensationsprodukte méglichst niedny 
gehalten werden sollten. Auch werden sicherlich die Ausbeuten dur 
die bereits erwahnte Loéslichkeit der Hydrazone beeinfluBt werden 


‘ Z. B. 7mg Brenztraubensdure-2, 4-Dinitrophenylhydrazon in 100 cc! 
3n Salzsiure bei zweistiindigem Schiittel!n. 
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Die Ansitze, je 6 Liter Harn, wurden mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
(jg in 480cem 3n Salzséiure) versetzt und 3 bis 6 Tage stehengelassen. 
Das in reichlicher Menge ausfallende Rohprodukt wurde nach dem Waschen 
und Trocknen durch Extraktion mit Seda, Ligroin (Kp. 70—95°), 96°,,igem 
Athanol, Essigester, Chloroform, Cyclohexanolacetat, Methanol und Eis- 


essig in mehrere Fraktionen zerlegt. Es gelang jedoch micht, aus irgendeiner 
der Fraktionen ein kristallines Produkt zu gewinnen. Lediglich beim Um- 
kristallisieren der Ligroinfraktion wurden weibe, lange Nadeln isoliert, die 
als elementarer Schwefel identifiziert wurden. Auch bei Sublimations- 
versuchen unter Hochvakuum im Diepolderschen Apparat bei einer Glycerin- 
hbadtemperatur von 100 bis 115° heBen sich neben Schwefel nur wenige, in 
velbes Ol eingebettete, kleine, rote Kristalle gewinnen, deren Isolierung 
nicht lohnte. 

Da vermutet wurde, da} die geringen Ausbeuten auf die Léslichkeit 
der Hydrazone und auf Adsorptionsverluste zuriickzufiihren waren, 
kam nur eine Anreicherung durch Destillation in Betracht, wie sie 
bereits in friiheren Untersuchungen (Matthiessen und Vorwerk. |. ¢.. 
Vorwerk, Dissertation Diisseldorf) zu bruttomabigen Reihenunter- 
suchungen angewandt wurde. Die Destillation unter einem Vakuum 
von 10 bis 14 mm Hg bei einer Innentemperatur von 35 bis 46° erschien 
als das Geeignetste, um unkontrollierbare Veranderungen, wie sie 
vielleicht bei Destillation unter atmospharischem Druck eintreten 
kénnten, hintanzuhalten. Allerdings waren die Ausbeuten an Roh- 
produkten auch bei Verwendung von Apparaturen, die eine 92° ige 
Ausbeute erreichen lieBen (Modellversuche mit Aceton), im Vergleich 
zur gewohnlichen Destillation recht unbedeutend. Es zeigte sich, dali 
aus dem bereits unter Vakuum destillierten Harn noch erhebliche 
Mengen Carbonylverbindungen herausgeholt werden konnten, wenn 
er zusatzlich einer Destillation unter atmospharischem Druck unter- 
worfen wurde, und zwar lieferte angesauerter Harn mehr als nicht an- 
gesauerter. 

Demnach kann angenommen werden, daB zur vollstandigen Ab- 
spaltung der Oxoverbindungen aus ihren Kondensationsverbindungen 
nicht Ansauerung allein, sondern gleichzeitig Hitzeeinwirkung er- 
forderlich ist. 

Aus dieser Uberlegung heraus muBte also, um simtliche im Harn 
vorhandenen fliichtigen Carbonylverbindungen zu erfassen, die Destilla- 
tion unter atmospharischem Druck versucht werden, wenn auch hier- 
bei wie erwahnt die Méglichkeit einer Entstehung von Oxo- 
verbindungen aus anderen Substanzen nicht auszuschlieBen ist. 

200 Liter Harn wurden in Portionen von durchschnittlich 6 Liter 
verarbeitet, die — mit 50°, iger Essigsiure auf 1°; angesduert durch 
dreimalige Destillation auf vier Fraktionen von je 10 ccm eingeengt, 
mit 37 °,,iger Salzsdure auf 3n gebracht und mit Reagenslésung versetzt, 
2 bis 3 Tage stehenblieben. Die Rohhydrazone wurden in Essigester, 


a? 
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die darin unléslichen Anteile in viel Chloroform aufgenommen 


essigesterlésliche Substanz hatte plastischen, die chloroformlés| 


trockenen, kleinkristallinen Charakter. 


Die plastische Masse wurde mit Ligroin (Kp. 30 bis 50°) griindlich sech, 
mal durchgeknetet, wobei die plastische Konsistenz in eine mehr kriimeliy 
iiberging. Das Ligroin wurde dekantiert, abgedampft und der Abdamp; 
riickstand einer Sublimation unter Hochvakuum unterworfen, Das ays 
Methanol; Wasser umkristallisierte sublimierte Material zeigte zweier, 
Kristallformen: kleine, rotbraune Nadelchen und lange, hellgelbe Nadel; 
Der ligroin-unlésliche Riickstand wurde zweimal aus Methanol Wass, 
umkristallisiert. Die Kristallisationsfreudigkeit war nur gering, die kristal|;; 
Abscheidung dauerte jedesmal einen halben Tag. Mit dem zweiten Kristallisa: 
wurde ein Sublimationsversuch vorgenommen. Das kleinkristalline Sublime 
lieB sich verhaltnismaBig leicht zu den oben beschriebenen kleinen, 10: 
braunen Nadelchen umkristallisieren. Eine weitere Umkristallisation ay. 
Methanol / Wasser ergab an Endprcedukten 17,2 mg. Der Fp. korr. lag }y 
140 bis 142° ohne erkennbare Zersetzung. Die C—H—N-Analyse erga 
44,35°, C, 3,91°, H, 23,89°, N. Eine Bruttoformel lieB sich aus de 
Zahlen nicht berechnen. 

Im Sublimationsbecherchen blieben kleinere Mengen eines tiefrote: 
Harzes zuriick, das schwefelhaltig war. 

Die chloroformlésliche Fraktion wurde einmal aus Cyclohexanolacetat 
umkristallisiert und das Kristallisat durch Waschen mit Methanol von de 
schwer fliichtigen Mutterlauge befreit. Das mikroskopische Bild des rot 
braunen, klein-kristallinen Pulvers zeigte eigenartig gebogene, keilartig: 
Prismen. Ein Schmelzpunkt war nicht zu erkennen, jedoch trat bei 340! 
Zersetzung ein. Zur Durchfithrung einer Elementaranalyse war nicht ge 
niigend Substanz vorhanden. Es kann angenommen werden, daB es sich bh 
diesem Kristallisat um ein oder mehrere Osazone handelte, da es in Essigeste1 
schwer léslich war und auBerdem einen Schmelzpunkt hatte, der iiber den 
der bekannten Hydrazone lag. 


Um also fiir eine Trennung ausreichende Mengen Ausgangsmatetia! 
zu erhalten, muBten erheblich gréBere Harnmengen verarbeitet werden 
Dank des Entgegenkommens des Herrn Direktors Prof. Dr. Hérlein, den 
wir an dieser Stelle herzlichst danken méchten, wurde die Aufbereitung 
gréBerer Harnmengen zur Substanzgewinnung von den I. G. Farben 
iibernommen. 


Im Werk Elberfeld wurden taglich 60 Liter Harn, der eiweif- wid 
zuckerfrei war, unter halbsterilen Bedingungen gesammelt und zweimal i 
2°.iger essigsaurer Lésung destilliert. Das erste Destillat, 20°, der Gesamt 
menge, reagierte schwach alkalisch und wurde bei Zugabe von 20 cem Eis 
essig auf 1000cem gegen Lackmus nicht sauer. Das zweite Destillat 
2.4 Liter, also 4°, der Gesamtmenge, reagierte stark alkalisch. Die An 
sdiuerung benétigte etwa 200 bis 250cem 20°.iger Schwefelsaure. [i 
der durch einen Tropftrichter innerhalb der Destillationsapparatur vol 
genommenen Ansaduerung trat starke Kohlenséureentwicklung und ei 
dichter ammoniakalisch riechender Nebel auf. Vom angesauerten Konzentiat 
wurden drei Portionen von je 150 ccm abdestilliert. Da sich bei der D 
stillation zeigte, daB Fett bzw. eine fettahnliche Substanz mit iiberging. 
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blieben die Destillate 6 bis 12 Stunden im Ncheidetrichter, um den emulgiert 
yorliegenden Koérper abzutrennen. Seine Herkunft konnte nicht hinreichend 
geklait werden, Die Auffangvorrichtung fiir den Harn war vor Benutzung 
mit heiBem Wasser ausgespiilt und eine halbeé Stunde mit iiberhitztem 
Dampf ausgedampft; es kann deshalb angenommen werden, dab diese 
Substanz aus dem Harn herriihrt. 

Die drei Fraktionen wurden wie iiblich mit 37°,iger Salzsaure und 
Reagenslésung versetzt und nach ein- bis dreitagigem Stehen abgenutscht. 
Aus dem gewaschenen und getrockneten plastischen Niederschlag lieBen sich 
essigester-, chloroform-, cyclohexanolacetat - und methanollésliche Frak- 
tionen gewinnen. 

Da sich bei orientierenden Versuchen herausstellte, da die Ausbeuten 
an Rohmaterial bei Destillation aus essigsauier Lésung wesentlich geringer 
waren als aus schwefelsaurer, wurde dazu tibergegangen, den Harn bzw. die 
Destillate mit 25°. iger Schwefelsdéure auf 1°, anzusiuern. Das vorletzte 
Destillat reagierte im Gegensatz zum oben erwahnten sauer. 

Insgesamt leBen sich aus 3600 Liter Harn gewinnen: 10,175 ¢ 
essigester-, 338.6 mg chloroform- und 265,7 mg cyclohexanolacetat- 
lisliche Substanz. Die nur bei Destillation in essigsaurer Lésung ge- 
wonnene methanollésliche Fraktion wurde nicht beriicksichtigt, da sie 
nur wenige Zehntel mg betrug. 


A. Ligroinlésliche Fraktion. 


Aus der essigesterléslichen Substanz konnte durch erschépfende 


Extraktion mit Ligroin (Kp. 65 bis 95°) eine weitere Fraktion gewonnen 


werden, die trotz langerer Trocknung im Vakuum itiber Calciumchlorid 
und festem Paraffin zahfliissig blieb. Zur weiteren Reinigung wurde 
ein Sublimationsversuch im Hochvakuum vorgenommen. Durch 
iuBerst vorsichtiges Vorgehen gelang es, 260 mg_ verhaltnismabig 
trockenes, stark urmés riechendes Material zu gewinnen, das nach 
dreimaligem Umkristallisieren aus Athanol Wasser feine, rétlich ge- 
firbte Nadeln lieferte, die denen des Propionaldehyd-2, 4-Dinitro- 
phenvlhydrazons sehr ahnelten, und deren Fp. 141 bis 142° korr. (Kofler- 
sche Mikroschmelzpunktapparatur) betrug. Séamtlichen Kristallisaten 
lag ein weibglinzender Begleiter als Haut auf. Es muBte deshalb 
nochmals sublimiert werden. Die nachfolgenden drei Umkristallisa- 
tionen, deren erste beide wiederum den Begleiter, der demnach sublimier- 
fihig war, erkennen lieben, erhéhten den Fp. auf 146 bis 146,5° korr. 
Die unter dem Mikroskop geschmolzenen, langlichen, platten Nadeln 
mit Zwillingsbildung erstarrten nach dem Abkiihlen zu teilweise biischelig 
angeordneten, kleineren und flachen Plattchen, die ebenfalls Zwillings- 
bildung aufwiesen. 
Analyse. 4,713 mg Substanz: 7,745 mg CO,; 1,730 mg H,O. 
2.937 mg Substanz: 0,601 cem N (21,5°, 766 mm). 
C,H,,0,N, (238.1). Ber. 45,35%, C; 4.23% H; 23,53% N. 
Gef. 44,83°% C; 4,11% H; 23,90% N. 




















G. Matthiesen, M. u. P. Lipp u. W. Vorwerk: 


Die Analyse unterschied sich also nicht unwesentlich von den fij; 


t 


das Dinitrophenvlhydrazon eines C.-K6érpers, z. B. das Propionaldehy,. 
J ih, 3 vd 


dinitrophenylhydrazon (Fp. 156° korr.), berechneten Werten, kom; 
aber doch diesen verhaltnismaBig am nachsten. 

Da zu vermuten war, daB trotz mehrfachen Umkristallisierens ¢j 
bereits erwahnte Begleitsubstanz nicht restlos entfernt worden wa; 
wurde ein Versuch mit der chromatographischen Adsorptionsanalys 
gemacht. Die Substanz (eingedampfte Mutterlaugen,  Filterriick 
stande usw.) wurde in Ligroin (Kp. 65 bis 95°) gelést und iiber Kiesely 
chromatographiert. Bei der Entwicklung mit !),°, 
Ligroin zeigte sich am unteren Rand der gelben Schicht eine schmal, 
etwas dunklere, rétlichgelbe Zone, die nach AbschluB der Entwickluny 
und nach HerausstoBen der Saule sorgfaltig abgetrennt wurde. De 
Hauptanteil wurde mit heiBem, 96° igem Athanol eluiert und, da kein 
Kristallisation zu erzielen war, nach Eindampfen desselben sublimiert 


Dreimaliges Umkristallisieren aus 96°,igem Athanol lieferte lang 


feine, intensiv orangerote Nadeln. Eine Begleitsubstanz wurde nich 
mehr wahrgenommen. Zur weiteren Reinigung wurde nochmals sul 
limiert. 


Hierbei wurde zum ersten Male eine von uns entwickelte Sublimation: 
apparatur angewandt, die sich gut bewahrte, aber, wie sich spater heraus 
stellte, groBe Ahnlichkeit mit der von Klein und Werner? angegebenen hat 
Sie unterschied sich vom Diepolderschen Apparat in folgender Weise: 

Die tibliche Sublimationsglocke ist gegen einen schlanken, mit Wasse: 
gespeisten Kiihlstab ausgetauscht, der eben iiber dem Substanznipfche: 
endigt und entweder mit Gummistopfen oder Schliff befestigt ist, de: 
Vakuumansatz wird an den AuBenmantel verlegt. Diese Anordnung bietet 
in verschiedener Hinsicht Vorteile: Die vom Sublimat bedeckte Flache ist 
klein; das Sublimat laB8t sich leichter entfernen als aus einer Glocke; di 
AuBenwande beschlagen nicht mit sublimiertem Material, was sich bein 
Diepolderschen Apparat trotz verschiedener Kunstgriffe, wie Hineinverlege: 
des Naipfchenrandes in die Glocke, nie ganz vermeiden lieB. Auch kann de: 
Kiihler mitsamt dem Material bei entsprechenden MaSen in einem kleiner 
Erlenmeyer-Kolben durch ein Lésungsmittel bequem abgespiilt werden 
Ferner wurde die Beobachtung gemacht, da®B bei gleicher Teilchengréli 
und bei gleichem Abstand anscheinend die Sublimation bei niedrigere 
Temperaturen als im Diepolderschen Apparat in Gang kam. 

Kine nochmalige Umkristallisation aus Athanol ergab 25,8 mg 
Material, das unter dem Mikroskop einen einheitlichen Eindruck machte 
Es bestand aus rétlichgelben, flachen, zum Teil nadelf6rmig ausgebildeten 
Prismen mit schiefwinkligen Endflaichen, die denen des Propionaldehvd- 
dinitrophenylhydrazons sehr ahnelten; allerdings hatten diese grad 
winklige Endkanten. Das biologische Material schmolz mit 150) bis 


' Vgl. Zechmeister-Cholnoky, Die chromatographische Adsorpt 
methode 1937 u. 1988. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 143, 192 
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151,5° um 5° niedriger als das synthetische, fiir das bei gleich schnellem 
Anheizen 155 bis 156,5° gefunden wurde. 
Die Doppelanalyse ergab: 
5,050, 5,080 mg Substanz: 8,160, 8,235 mg CO,: 1,750, 1,760 mg H,O. 
9.057, 2,007 mg Substanz: 0,442, 0,422cem N (25°, 762 mm) (23°, 764 mm). 
C,H,,0,N, (238,1). Ber. 45,36% C; 4,28% H; 23,63% N. 
Gef. 44,08°% C; 3,88% H; 24,69% N. 
Gef. 44,16% C; 3,87% H; 24,37% N. 
Beim Durchrechnen der Analysen ergab sich, da® die gefundenen Werte 
in der Mitte der fiir das Acetaldehyd- und das Propionaldehyd-Derivat 


herechneten legen. 


Mittelwert aus beiden A nalyse Mh. 
C.H,N,O,;. Ber. C 42,84° H 3,599, N 25,01° 

Gef. C 44,10°, H 3,88 °, N 24,51 °, 
Difterenz: + 1,26% t+ 0,29 °%, 050° 


C,H,,N,O,. Ber. C 45,35 % 4,23 % N 23,53° 
Gef. C 44,10°% 3,88 °,, 24,51° 


Differenz: — 1,25°% 0,35 °,, O98 | 


Die Werte fiir C und H liegen also ziemlich genau in der Mitte, wahrend 
sie fiir N besser stimmen wiirden, wenn nicht das Mittel, sondern der nie- 
drigere Wert aus den beiden Analysen genommen wird. Die Differenz 
betragt dann 0,64°, und + 0,84°,, statt 0,74°, und + 0,74°,. Da 
wegen der Léslichkeitsverhaltnisse ein Osazon nicht in Betracht kommt, 
bleibt nur die Méglichkeit, daB ein durch Sublimation, durch Umkristalli- 
sation und durch Chromatographie nur sehr schwer trennbares aus gleichen 
Teilen bestehendes Gemisch entweder von Acetaldehyd- + Propionaldehyd- 
2, 4-Dinitrophenylhydrazon (1) oder von Acetaldehyd- + Aceton-2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazon (IT) vorliegt. 


Die im Schwefelsiurebad aus synthetischem Material zusammen- 
geschmolzenen Mischungen hatten nach dem Abkiihlen im Kofler schen 
Apparat folgende Eigenschaften : 

I. Fp. 149°; nach dem Erkalten gedrungene und nadelférmige Prismen 
mit schiefwinlkigen Endflachen. 


I. Fp. 125°; nach dem Erkalten tafelige Prismen mit gradwinkligen 
Endflichen, aus denen Nadelchen hervorgewachsen sind. 


Auf Grund dieser Eigenschaften ist zu vermuten, da in dem 
biologischen Material ein ahnliches Gemisch wie I. vorliegt. d.h. daB 
Propionaldehvd im Normalharn vorhanden ist. 


B. Essigesterlisliche Fraktion. 


Der trockene, amorphe, ligroinunlésliche Riickstand setzte Um- 
kristallisierungsversuchen hartnackigsten Widerstand entgegen, so da 
witer Verzicht auf eventuell zerstérbare Hydrazone eine Sublimation 
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im Hochvakuum eingeschaltet werden muBte. Das kleinkrista|liy,, Bo" 
sublimierte Material lieB sich gut aus Athanol Wasser umkristallisiere) aa 
Auch hierbei traten, wie bereits oben beschrieben, zweierlei Krista)). IB witte 
formen auf, und zwar entstanden sowohl gelbe Tafeln als auch roy. JB konnt 
Nadeln, die bei langsamer Abkiihlung bis zu 10 mm lang wurden. Wurd. JE “" 2! 


bei einer Umkristallisation ein einheitliches Material gewonnen, als a 
entweder gelbe Tafeln oder rote Nadeln, so entstand bei der nichste N 
Umkristallisation dieselbe oder die andere Kristallform, oder abe Entwt 
ein Gemisch beider. Es gelang jedenfalls nie, die Kristallbilduny i, 2°" 
eine bestimmte Richtung zu lenken. Lediglich in einem Falle wurd 
zweimal hintereinander ein einheitliches Kristallisat gewonnen, das ays 
orangeroten, sechseckigen gebogenen Prismen bestand, dessen F; 
korr. 140 bis 145° (ohne erkennbare Zersetzung) und Analyse jedoc 
mit den Schmelzpunkten und folgenden Analysen einer der beide: 
Kristallformen oder ihres Gemisches identisch war. 
Die Analysen, deren Durchschnitt aus je elf Werten fiir C 43.4] 

fiir H 3,84 °,, und fiir N 24.41 °,, betrug, lieBen sich nicht zur Aufstelluny 
einer Bruttohonasel verwenden. Damit wurde auch die Annahme, es 


konne sich eventuell um einen einheitlichen, aber dimorphen Kérpe: 
handeln, hinfallig. Das Kristallisat muBte also aus einem Gemise) 
zweier oder mehrerer Hydrazone mit fast oder ganz gleichen Léslic! 


keiten bestehen, deren Trennung durch einfaches oder fraktioniertes 
Umkristallisieren mit Wechsel des Lésungsmittels nicht méglich war 
Es wurde deshalb der Versuch gemacht, durch die chromatographiscli 
Analyse zu einer Aufspaltung des Substanzgemisches zu gelangen. obere 


Orientierende Versuche mit synthetisch hergestellten Acetaldehyd gritnli¢ 


und Aceton-2, 4-Dinitrophenylhydrazonen, die in dieser Fraktion am eheste! bei lan 
vermutet werden konnten, ergaben als geeignetes L6sungsmittel Ligron beobac 
(Kp. 65 bis 95°*) und als wirksamstes Adsorbens Frankonit KI]. Saule 
a 

Die Adsorption von 250mg in Ligroin gelésten  biologischen J Anteil 
Materials, das sublimiert und zweimal aus Athanol/ Wasser umkristalli- J zone g 
siert worden war, wurde in einer Kolonne von 30 em Hohe und 3 cm § sind. d 
Durchmesser vorgenommen. gescha 

Es erwies sich als zweckmaSig, zur Schonung der Oberflache ein in & einkeit 
diesem Falle indifferentes Adsorptionsmittel, wie Calcium carb. leve ode malige 
Kieselgur, in einer Schichtdicke von 5 bis 10mm auf derselben festzu schen 
stampfen. Um eine gleichmaBige Benetzung der Oberflache zu gewahrleisten, | 
und um die Kolonnenstruktur zum mindesten einer rohen Kontrolle unte! ai 
werfen zu kénnen, wurde vorerst reines Lésungsmittel hindurchgeschickt Endka: 
das etwa 3em hoch stand und in das dann die Hydrazonlésung zuflols. bu veschri 
kontinuierlicher Zustrom wurde durch folgende Anordnung erzielt: Eu 


* Das Ligroin wurde einer griindlichen Reinigung unterzogen. Nac! 
kraftigem Schiitteln mit Frankonit wurde es filtriert, tiber Na destilliert un 
iiber Na dunkel und kiihl aufbewahrt. 
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»weiluch gewinkeltes Glasrohr von 2mm Duichmesser, das mit seinem 
angeren Ende in die Lésung eintauchte, wurde mit einem Korkstopfen 
auf dem Ende der Kolonne befestigt und mit Kollodium abgedichtet. 


i Mittels eines weiteren, mit Regulierméglichkeit versehenen Glasrohres 


konnte die Dicke der Fliissigkeitsschicht so eingestellt werden, daB das Ende 
der Zuleitung eintauchte. Der ZutluB erfolgte dann automatisch durch die 
Kinwirkung des Vakuums, das nicht zu stark sein darf. 

Nach vollstandigem Passieren konnte die farbgleiche Schicht durch 
Entwickeln mit !/,°,igem alkoholischem Ligroin (Kp. 65 bis 95°) in 


zwei sicher voneinander unterscheidbare Farbschichten, eine diinne 


obere — rétlichgelbe und eine etwa viermal dickere untere 
griinlichgelbe — auseinandergezogen werden. Allerdings konnte auch 
bei lingerer Entwicklung keine scharfe Grenze zwischen beiden Schichten 
beobachtet werden. Nach vorsichtiger Zerlegung der ausgepreBten 
Siule unter Verwerfung des Grenzteiles beider Schichten wurden die 
Anteile mit 96 °,igem Athanol eluiert. Eine Kristallisation der Hydra- 
zone gelang nicht, da in dem Frankonit! alkohollésliche Stoffe enthalten 
sind, die stérend wirkten. Es muBte deshalb eine Sublimation zwischen- 
geschaltet werden. Der Anteil der unteren Schicht bestand aus einem 
einheitlich kristallisierenden, halogenfreien Material, das nach vier- 
maliger Umkristallisation aus 70°,igem Athanol folgende morphologi- 
schen Eigenschaften aufwies: 

Lange, hellgelbe, flache, schmale Platten (s. Abb. 1) mit geraden 
Endkanten, dazwischen einige intensiver gefairbte Kristalle mit ab- 
geschragten Endkanten. Das Material schmolz im Koflerschen Apparat 


' Auf eine Reinigung des Frankonit muBte verzichtet werden, da es 
durch Waschen mit Alkohol und nachfolgende Trocknung bei 100° fiir diesen 
Fall zu stark aktiviert wurde. 
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bei 157°, nachdem bei 136° eine Sublimation kleiner Trépfchen eintra; 
Beim Erstarren traten neben den Platten die dunkleren Rautche ay; 
und zwar entstanden diese hauptsachlich aus den Sublimationstrépfche) 


Bei jedem Schmelzen und Erstarrenlassen wuchs die Zah] der Ritchey 


wahrend die der Platten abnahm. Nach Erhitzen auf 175° erstarp, 
das gesamte Material zu Rautchen (s. Abb. 2). Die Substanz zeivt aly 


deutlichen Dimorphismus. 


pomma oo 
Abb. 2. 
Die Analyse lautete: 
4,630 mg Substanz: 7,340 mg CO,; 1,510 mg Hog. 
2,772 mg Substanz: 0,592 ecm N (20°; 760 mm), 
C,H,0,N, (224,1). Ber. 42,84°% C; 3,60% H; 25,00% N. 
Gef. 43,23% C; 3,65% H; 24,88% N. 
Gegeniiber den friiheren Analysen sind also die C- und H-Wert 
niedriger, die N-Werte héher. Da die daraus errechnete Bruttoforn: 
CgHgO,Ny, gleich der des entsprechenden Derivates des Acetaldehyds 
war, wurden Vergleiche zwischen dem biologischen und einem syntheti 
schen Material angestellt. Die synthetische Substanz sehr lange 
schmale Platten schmolz mit 160,5° etwas héher als die biologisch: 
sublimierte jedoch ebenfalls bei 136° und erstarrte genau wie die biolo 
gische nach starkerem Erhitzen vollstaéndig zu Rautchen. Ein Gemiscl 
beider Substanzen schmolz bei 160 bis 160,5°. 
Demnach bestand kein Zweifel, daB es sich bei der gefundenet 
Substanz um das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon des Acetaldehyds handelt: 
(Acetaldehyd wurde bereits yon Stepp und Feulgen! im Harn Normale 


und Diabetiker als Aldomedon nachgewiesen). An dieser Stelle ist zu 


bemerken, daB nach unseren Erfahrungen der Acetaldehyd mengen 


maBig bei weitem tiberwiegt und schatzungsweise 90°, der gesarte! 


Carbonylverbindungen im Harn betragt. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 301, 1921. 
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Der Anteil der oberen Schicht muBte wegen seines leicht schmierigen 
(harakters ebenfalls sublimiert werden. Durch zweimalige Umkristalli- 
sation der nur sehr geringen Menge Sublimat aus 70%, Athanol lieBen 
sich kleine, orangefarbene Plattchen gewinnen, die bei 111 bis 112° korr. 
schmolzen und im Aussehen dem Hydrazon des Acetons (Fp. 127°) 
ahnelten. 


C. Chloroformlésliche Fraktion. 


Das in viel Chloroform lésliche kleinkristalline Material lieferte 
nach einmaliger Umkristallisation aus heiBem Pyridin mit Methanol- 
zusatz einheitlich aussehende, braune Plattchen mit komplementarer 
violetter Oberflachenfarbe, die sich bei 300° im Berl- Block dunkel farbten 
und bei 340° abrauchten. 


Die Analyse ergab folgende Werte: 
4,608 mg Substanz: 7,420 mg CO,; 1,490 mg H,O. 
2,735 mg Substanz: 0,580 ecm N (24°, 757 mm). 
Gef. 43,92% C; 3,62% H; 24,26% N. 


Léslichkeitseigenschaften und Schmelzpunkt legten die Annahme 
nahe, daB es sich bei der Substanz um ein 2, 4-Dinitrophenylosazon 
handeln kénnte. Aus dem Analysenergebnis wurde folgende Formel 
berechnet: C,,H,gOgNg. Da es eine Dioxoverbindung C;H,)0, nicht 
gibt, konnte es sich nur um die Analyse eines Substanzgemisches ge- 


handelt haben, eine Vermutung, die nach spateren Ergebnissen auch 
zu Recht bestand. Nach einer zweiten, aus heiBem Pyridin vorgenomme- 
nen Umkristallisation wurde wohl ein Dunkelwerden bei 306° beob- 
achtet, jedoch kein Abrauchen mehr. Dieses Verhalten anderte sich 
nicht mehr bei einer weiteren Umkristallisation von 72,5 mg Substanz, 
die unter dem Mikroskop einheitlich erschien. 


Die Doppelanalyse ergab: 
4,916, 4,879 mg Substanz: 7,925, 7,790 mg CO,; 1,480, 1,450 mg H,O. 
2,867, 2,026 mg Substanz: 0,631 cem N (20°, 744 mm), 0,444 cem N 
(21°, 750 mm). 
Gef. 43,59, 43,56°%, C; 3,34, 3,33°%, H; 25,12, 25,12 % N. 

Auch dieses zur Aufstellung einer Bruttoformel unverwertbare 
Ergebnis deutete darauf hin, daB es sich um ein Gemisch zweier oder 
mehrerer Substanzen handeln miiBte. Da also keine eindeutige Trennung 
durch Umkristallisation zu erreichen war, muBte auch hier die Chromato- 
graphie angewandt werden. 280mg von Mutterlaugen und Filtern 
zuriickgewonnene Substanz wurden in Chloroform gelést und _ iiber 
Frankonit KL chromatographiert. Bereits bei der Adsorption zeigten 
sich zwei farbverschiedene Zonen, die durch die Entwicklung mit 
15 Liter Chloroform vollkommen voneinander in eine obere 1,5 cm 
starke — dunkelrotbraune — und in eine untere 4,5 cm starke — hellrot- 
braune — Schicht getrennt wurden. 
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Die obere Schicht setzte der Elution mit hei&em Pyridin starkey 
Widerstand entgegen. Nach anfanglich leichter Elution wurde zu 
SchluB viel Pyridin benétigt und auch dann konnte nur alle Substanz 
eluiert werden bei Wechseln zwischen Pyridin und Methanol. Das 
Pyridin wurde im Vakuum eingeengt, erhitzt und mit Wasser ap. 
gespritzt. Nach Abkiihlung fielen kleine, braune Prismen aus, die be; 
zwei weiteren Umkristallisationen unter verlangsamter Abkiihlung die 
bereits erwahnte violette Oberflaichenfarbe, allerdings nicht so intensiy 
wie friiher, annahmen. 

Analyse: 

4,955 mg Substanz: 8,005mg CO,; 1,450mg H,O. 
3,353 mg Substanz: 0,715 cem N (23°, 769 mm). 
Gef. 44,03°% C; 3,27% H; 24,86% N. 

Dieses nicht zu einer Formel fiihrende Ergebnis tiberrascht nicht 
besonders, wenn man die Schwierigkeiten bei der Elution beriick. 
sichtigt, die bereits vermuten lieBen, daB hier eventuell ein Gemisch 
zweier Substanzen vorgelegen hat. 

Da die Substanz mit einer zu gleicher Zeit aus der cyclohexanolacet- 
léslichen Fraktion ebenfalls durch die Chromatographie gewonnenen in den 
analytischen und sonstigen Eigenschaften identisch war, wurde sie mit 
dieser vereinigt. Ihre weitere Aufarbeitung wird deshalb im nachsten 
Abschnitt beschrieben. 

Die der unteren Farbzone angehérige Substanz lie8 sich leicht mit 
Pyridin eluieren. 

Ihre Kristallisationsfreudigkeit war nur gering. Den sparlich ausfallen 
den Kristallen haftete ein aus dem Frankonit herriihrender weiSglanzende: 
Begleiter an. Es wurde deshalb das Pyridin unter Vakuum eingeengt und 
der Riickstand mehrere Male mit Methanol und Ligroin (Kp. 65 bis 95°) abwech- 
selnd aufgekocht und filtriert. Die Kristallisation ging nach dieser Reinigung 
ohne weitere Schwierigkeiten vonstatten. Bei den folgenden drei Kristalli 
sationen wurden die Kristalle jedesmal mit kochendem Ligroin gewaschen, 
um die eventuell noch anhaftenden Spuren des Begleiters zu entfernen. 

Unter dem Mikroskop machte die Substanz einen einheitlichen 
Eindruck: flache, orangefarbige, vielfach etwas gebogene Nadelchen mit 
abgebrochenen Enden. Sie verhielten sich im Koflerschen Apparat 
(hitzebestandiges Objektiv) folgendermaBen: Ab 260° tritt eine Subli- 


mation kleiner, feinster, zum Teil gebogener Nadelchen auf. Bei 267° 


feine, gelbliche Trépfehen am Deckglas, die sich bei Temperatur 


konstanz vermehren und vergréBern. Ebenfalls vermehren sich die 


Sublimationskristalle und sind von einem fliissigen, gelben Anteil um. 
geben. Die urspriinglichen Kristalle zerflieBen sehr langsam, bei 26! 


sind alle, auch die dicksten geschmolzen. Beim Abkiihlen erstarrt clic 


gesamte Fliissigkeit wieder zu langen, flachen Prismen. Es hat also 
ganz im Gegensatz zu anderen bekannten Osazonen, keine Zersetzung 
stattgefunden. 
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Analyse: 


3,706 mg Substanz: 6,090 mg CO,; 1,200 mg H,O. 

2,180 mg Substanz: 0,464 cem N (22,5°, 751 mm). 
C,,HigO,N, (460,21). Ber. 44,33% C; 3,51°% H; 24,35% N. 
Gef. 44,80°% C; 3,62% H; 24,28% N. 


Wahrend die Werte fiir H und N brauchbar sind, ist der Wert 
fir C etwas hoch, stimmt aber noch am besten fiir die Formel: 
(),H,gOgNg. Von 2, 4-Dinitrophenylosazonen bzw. Bis-[2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazonen] dieser Formel sind nicht allzu viele bekannt. Die 
Derivate des Lavulinaldehyds! mit einem Fp. von 235 bis 236°, und 
des Glutarsduredialdehyds? mit einem Fp. von 169 bis 172° schieden aus 
dem Kreise der in Erwagung zu ziehenden Substanzen aus. 


Allerdings erschien der in der Literatur angegebene Fp. des Glutar- 
sauredialdehydderivates im Vergleich zu dem anderer Osazone und Bis- 
hydrazone sehr niedrig, so dai gewisse Zweifel an seiner Natur als Bis- 
hydrazon bestanden. Es wurde deshalb das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon 
aus dem Oxim in folgender Weise hergesteéllt: Eine wasserige Lésung des 
Glutarséuredialdoxims wurde einer salzsauren 2, 4-Dinitrophenylhydrazon- 
Lésung zugesetzt. Sofort nach dem Mischen schieden sich reichliche Mengen 
des Umsetzungsproduktes aus, das nach mehrstiindigem Stehen abgenutscht, 
gewaschen und getrocknet wurde. Es lieB sich gut aus Pyridin/Wasser um- 
kristallisieren und hatte nach zweimaliger Umkristallisation einen glatten Fp. 
von 195°, also etwa 25° héher als angegeben, ohne erkennbare Zersetzung. 
Beim Abkihlen erstarrte die Substanz zu einem amorphen, glasigen Kérper. 
Die Analyse ergab, daB es sich um das Bis-[2, 4-Dinitrophenylhydrazon } des 
Glutardialdehyds* handelte. Das ferner in Betracht kommende Acetyl- 
aceton gibt infolge seiner Enolisierung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin ein 
Pyrazolderivat : C,;H,,O,N, (Brady*). Da jedoch méglich sein konnte, daB 
unter geeigneten Bedingungen eine anders verlaufende Reaktion erfolgt, 
wurde versucht, das Bishydrazon herzustellen. Es gelang bei den verschieden- 
artigsten Versuchsbedingungen allerdings nie, mehr als eine Spur gefarbten 
Niederschlags zu erzielen, im allgemeinen verfarbte sich die Hydrazinlésung 
sofort nach Vereinigung mit dem Acetylaceton. 


Da es sich gezeigt hatte, daB das biologische Praparat bei gewéhn- 
lichem Druck sublimierte, eine bei einem Osazon nicht erwartete Eigen- 
schaft, wurde, da die Analyse nicht ganz eindeutig war und in diesem 
Falle bis zu einem gewissen Grad auch die Chromatographie versagt 
hatte, ein Versuch mit der Hochvakuumsublimation gemacht, um 
eventuell dadurch eine weitergehende Reinigung zu erzielen. Eine 


1 Chem. Zentralbl. 1987, II, 8. 595; 1985, IT, S. 209. — ? Ebenda 1937, I, 
8. 3476. — ® Analysenwerte fiir das Bis-[2, 4-Dinitrophenylhydrazon] des 
Glutardialdehyds : 
5,265 mg Substanz: 8,625 mg CO,; 1,760 mg H,O. 
3,778 mg Substanz: 0,590 cem N (22°, 755 mm). 
C,;H,,.O,N, (460,21). Ber. 44.33% C; 3,51° H; 24,35, N. 
Gef. 44,70% C; 3,74% H; 24,41% N. 
4 Chem. Zentralbl. 1931, I, S. 3706. 
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kleine Probe des aus Mutterlaugen zuriickgewonnenen Materials su\)|i- 
mierte langsam aber glatt bei 210° im Kupferblock. 

Das Rohsublimat verhielt sich im Koflerschen Apparat folgende: 
maBen: Bei 214° schossen aus der anscheinend amorphen, wahrschein|ic\) 
jedoch aus kleinsten Kristallkeimen bestehenden Masse feinste Nadelcehen 
hervor, die sich bei Konstanthalten der Temperatur vermehiten, wuch<en 
und einen violetten Schimmer annahmen. Nach Steigern der Temperatw 
auf 240° war von dem urspriinglichen Material nichts mehr zu bemerken 
Die jetzt fertig ausgebildeten braunen, mit violetter Oberflache versehenen 
Nadeln fingen bei 255° an zu sublimieren. Bei 262° wurde fast das ganze 
Deckglas mit Trépfehen bedeckt, Sublimationskristalle entstanden nicht, 
bei 273° begannen die Kristalle unter Gasentwicklung zu schmelzen, bei 
273,5° war der SchmelzprozeB beendet. 

Nach diesem Ergebnis wurde das gesamte restliche Material subli. 
miert und ergab, einmal aus Pyridin/Wasser umkristallisiert, feine. 
hellbraune Nadelchen, die bei 256° zu sublimieren begannen. Bei 269° 
traten Schmelze und geringe Gasentwicklung ein, und bei 271° waren 
simtliche Kristalle geschmolzen. Beim Abkiihlen kam es zur Aus- 
bildung einzelner biischelig geformter Kristallhaufchen; das Materia! 
hatte sich also nur teilweise zersetzt. Der Fp. des nochmals umkristalli- 
sierten und fiir eine Analyse nicht ausreichenden Materials lag bei 
275 bis 277° mit geringer Gasentwicklung. Kristallbildung trat bei 
Abkiihlung nicht ein. Weiteres Umkristallisieren ergab keine Erhéhung 
des Fp. Mit der Erreichung des endgiiltigen Schmelzpunktes wurde 
also gleichzeitig ein Zersetzungspunkt iiberschritten, so daB keine 
Regeneration der Kristallstruktur mehr eintreten konnte. Wahrscheinlich 
handelte es sich zuerst — wie aus der Analyse auch hervorgeht — um ein 
Gemisch, das sich jedoch im Verlauf der Umkristallisationen nach der 
Sublimation zerlegen lie}. Ob es sich dabei um zwei Osazone bzw. 
Bishydrazone oder um das Gemisch eines Osazons mit einer anderen 
Substanz handelte, konnte nicht festgestellt werden. 

' Der Schmelzpunkt des Bishydrazons der um ein C-Atom niedrigeren 
Dioxoverbindung, des Bernsteinséuredialdehyds, kam dem der biologi- 
schen Substanz am nachsten. Es schmilzt bei 275 bis 277° unter Gas- 
entwicklung. Eine vorherige Sublimation wurde nicht beobachtet, es 
1aBt sich jedoch im Hochvakuum bei 210 bis 226° glatt sublimieren. Ein 
gepulvertes Gemisch beider Substanzen hatte einen erheblich depri- 
mierten Fp. von 263°. Eine Identitét kam also, ganz abgesehen von 
den Analysenwerten, nicht in Betracht. 

Weitere Untersuchungen zwecks Identifizierung laufen augen- 
blicklich noch. 


D. Cyclohexanolacetatlésliche Fraktion. 
Die im Extraktionsmittel geléste Substanz wurde durch Zusetzen 
von Methanol ausgefallt, filtriert, mit Methanol gewaschen und ye- 
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trocknet. Sie lieferte nach zweimaligem Umkristallisieren aus Pyridin 
Wasser braune, langliche Plattchen ohne violette Oberflachenfarbe, 
die Zwillingsbildung zeigten. Ein deutlicher Schmelzpunkt war nicht 
zu beobachten, die Substanz farbte sich im Berl-Block bei 300° dunkel 
und verpuffte bei 307°. 


Analyse: 
4,608 mg Substanz: 7,420 mg CO,; 1,490 mg H,O. 
2,735 mg Substanz: 0,580 cem N (24°, 757 mm). 
CsH,,O,N, (490,20). Ber. 44,06% C; 3,70% H; 22,86% N. 
Gef. 43,92% C; 3,62% H; 24,26% N. 

Die Doppelanalyse nach zweimaliger Umkristallisation ergab 
wesentlich andere Werte. Bereits bei Verarbeitung der ersten Mutter- 
lauge zeigten sich im durch Wasserzusatz gewonnenen Kristallisat braune, 
mit violetter Oberflachenfarbe versehene Plattchen, die denen aus der 
chloroformléslichen Fraktion‘‘ ahnlich sahen und vermuten lieBen, daB 
es sich bei der ersten Analyse um die eines Gemisches gehandelt habe. 

Die Analyse des nach dreimaliger Umkristallisation aus einheitlich 
braunen Plattchen bestehenden und bei 309° verpuffenden Materials 
lautete : 

5,193, 4,996 mg Substanz: 8,135, 8,025 mg CO,; 1,520, 1,470 mg H,O. 
2,162, 2,090 mg Substanz: 0,478 cem N (21,5°, 744mm), 0,455 ecm N 
(24°, 755 mm). 

Ci¢H,,O.N, (446,2): Ber. 43,03°% C; 3,16% H; 25,12% N. 

Gef. 43,86, 43,83° C; 3,27, 3.29% H; 

25,09, 24,95°% N. 

Wenn auch die C-Werte etwas hoch sind, so ergibt doch die er- 
rechnete Bruttoformel einen gewissen Anhalt, welcher Grundstoff 
méglicherweise vorliegen kénnte. In erster Linie kommt hier das bereits 
im Harn nachgewiesene Diacety! (Schmalfuf') in Frage. 

Zur Entscheidung, ob es sich tatséchlich um eine einheitliche 
Substanz gehandelt hatte, wurde wiederum die Chromatographie an- 
gewandt. Auch hier erwies sich Chloroform als Lésungsmittel und 
Frankonit KL als Adsorbens als das geeignetste. Samtliche Kristalli- 
sationsriicksténde wurden in viel Chloroform gelést, es blieb ein un- 
léslicher Rest. Nach abgeschlossener Entwicklung waren drei gut 
voneinander getrennte Schichten vorhanden, die erste etwa 5mm, die 
zweite 35mm, die dritte 27 mm stark. Die erste und dritte Schicht 
lieBen sich gut mit Pyridin eluieren, wahrend die zweite die gleichen 
Schwierigkeiten bot, wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben. 


Der nur sehr kleine Anteil der ersten Schicht konnte erst nach mehr- 
fachem Waschen mit heiBem Methanol aus Pyridin /Wasser umkristallisiert 


! Zeitschr. f. physiol Chem. 200, 169, 1931. 
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werden. Nach dreimaligem Umkristallisieren wies das fiir eine Anal \se 
nicht ausreichende Kristallisat folgende Eigenschaften auf: Die kleine 
braunen Nadeln mit violetter Oberflachenfarbe farbten sich ab 3/2: 
tief dunkel, ihre auBere Struktur anderte sich bis 345° (Bereich ces 
Koflerschen Apparates) nicht. 


Diesem Verhalten kam das des Diacetyl-2, 4-Dinitrophenylosazon, 
(Strain', Fp. aus Nitrobenzol 340°) am nachsten, das aus gréBeren braunen 
Nadeln mit violetter Oberflachenfarbe besteht: ab 265° sublimieren feine 
Trépfchen, die sich sofort zu kleinsten Nadeln, zum Teil mit Zwillingsbildung, 
umwandeln und sich bis 300° vergr6Bern. Bei 310° farben sich die Kristalle 
dunkel und lassen bei 326° kleine Schmelztrépfchen an den Kanten erkennen 
Die Sublimationskristalle farben sich erst bei 343° dunkel. 

Die Mischschmelzpunktbestimmungen wurden wegen der geringe1 
Menge biologischer Substanz in einem Objekttrager mit Hohlschliff, de: 
gleichzeitig zum Zerreiben benutzt wurde, vorgenommen. 

Biologische Substanz gepulvert : ab 265° Sublimation kleiner Trépfchen, 
die sich sofort zu den oben beschriebenen Nadeln umwandeln. Ab 312 bis 
315° Dunkelwerden des Pulvers. Die Sublimationskristalle farbten sich ab 
335° dunkel. 

Das gepulverte Diacetylosazon und ein Gemisch beider Substanzen 
zeigten das gleiche Verhalten. Biologische Substanz und Diacety!- 
osazon sind also als identisch anzusprechen. 


Die aus der dritten Schicht eluierte Substanz, die auch nur wenige 
Milligramm wog, wurde ihrer morphologischen Ahnlichkeit und _ ihres 
gleichen Verhaltens im Koflerschen Apparat wegen mit der Substanz aus 
der zweiten Schicht der ,,chloroformléslichen Fraktion’: vereinigt. 

Der Anteil der zweiten Schicht wurde fiinfmal aus Pyridin um- 
kristallisiert. 

Die Nadelchen hatten die gleiche Form wie die aus der ersten Schicht 
des Chromatogramms der ,,chloroformléslichen Fraktion**. Auch verhielten 
sich die Analysen aihnlich — wie bereits im letzten Abschnitt erwahnt 
so daB beide Anteile zur weiteren Aufarbeitung vereinigt werden konnten 


Analyse: 

5,132, 5,019 mg Substanz: 8,990, 8,020 mg CO,; 1,530, 1,520 mg H,O 
2,863, 2,848 mg Substanz: 0,611 cem N (21,5°, 769 mm), 0,614 cem N 
(24,0°, 769 mm). 

C,,H,,0,N, (446,18). Ber. 43,03% C; 3,16% H; 25,12% N. 
Gef. 43,53, 43,59°%, C; 3,34, 3,39°, H; 

25,00, 25,08°, N. 


Trotz der verhaltnismaBig giimstigen Werte war es nicht ganz 
sicher, ob die Trennung durch die Chromatographie iiber Frankonit 
volistandig gelungen war. Es war deshalb wiinschenswert, das Ad- 
sorbens und eventuell das Lésungsmittel zu wechseln. Nach Vor. 
versuchen mit Mikrokolonnen erwies sich das Tonsil AC am geeignetsten. 


1 Chem. Zentralbl. 1935, IT, S. 208. 
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Bereits wahrend des Passierens der in Chloroform gelésten Substanz 
zeigten sich zwei farbverschiedene Schichten, die sich jedoch durch die 
Entwicklung mit viel Chloroform nicht scharf voneinander trennen 
lieBen. Wegen eines Strukturfehlers wurde die Saule im ganzen im 
Soxhlet mit einem Chloroform /Athanolgemisch, der darin unldsliche 
Anteil mit Pyridin extrahiert. Beide Teile wurden fiir sich chromato- 
graphiert. Der pyridinlésliche Anteil ergab bei der Entwicklung, die 
noch nicht abgeschlossen werden konnte, zwei Schichten. Ebenso der 
chloroformlésliche Anteil, der unter Verwerfung eines Grenzteiles zerlegt 
wurde. Die obere, dunkelbraune Schicht wurde mit Pyridin eluiert, 
die untere hellbraune im Soxhlet mit Chloroform /Athanol und daran 
anschlieBend mit Pyridin extrahiert. Das aus der letzteren Schicht 
einmal aus Pyridin umkristallisierte chloroformlésliche Material bestand 
mm gréBten Teil aus rétlichbraunen, langen, schmalen Platten mit 
schragen Endkanten und teilweiser Zwillingsbildung. Daneben fanden 
sich einige derbe, dunkelrotbraune Nadeln mit violetter Oberflachen- 
farbe. Das Kristallisat hatte im Koflerschen Apparat folgende Eigen- 
schaften: Bei 270° sublimierten ausschlieBlich im Bereich der Nadeln 
feinste SpieBe mit teilweiser Zwillingsbildung., Bei 305° farbten sich die 
Platten dunkel und bekamen ein in sich gekérntes Aussehen, ohne sich 
bis 345° auBerlich weiter zu verandern. Bei 316° zeigten die Nadeln 
Querspriinge und wurden gleichzeitig dunkel. Bei 322° traten an ihren 


Kanten Schmelztrépfchen auf. Die Sublimationskristalle firbten sich 
bei 340° dunkel. Nach den mit dem Osazon des Diacetyls gemachten 
Erfahrungen kann vermutet werden, daB es sich bei den Nadeln um das 
eben erwahnte Osazon handelt, das mit einem anderen Bishydrazin- 


derivat vergesellschaftet ist. 

Durch den Wechsel des Adsorbens wurde also eine Zerlegung des 
iiber Frankonit einheitlichen Materials in sicher zwei, wenn nicht vier 
verschiedene Anteile erreicht. Allerdings hat in dem einen Chromato- 
gramm keine eindeutige Trennung der Substanzen stattgefunden. 


Zusammenfassung. 

Aus auBeren Griinden sind wir leider gezwungen, unsere Unter- 
suchungen zu einem vorlaufigen AbschluB zu bringen und zu _ ver- 
iffentlichen, ohne daB bisher Endgiiltiges iiber die in einigen Fraktionen 
vorliegenden Substanzen ausgesagt werden kann. 

1. Der EinfluB des herabgesetzten Sauerstoffdrucks auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel und die daraus resultierenden Folgen fiir den Gesamt- 
organismus werden erértert. Es kann angenommen werden, dai unter 
Sauerstoffmangel zur Aufrechterhaltung der Energiebilanz Zwischen- 
stufen, die zum gréBten Teil fliichtig sind, in vermehrtem MaBe auftreten 
und frei werden. 
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2. Im Verfolg der Untersuchungen iiber das Vorkommen und (ie 
Natur derartiger Oxoverbindungen wurden 3600 Liter Normalhary 
durch dreimalige Destillation in schwefelsaurer Lésung eingeengt wnd 
die Destillate mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in salzsaurer Lésung 
versetzt. Aus den anfallenden Rohkondensaten konnten durch Extrak. 
tion mit verschiedenen Lésungsmitteln folgende Fraktionen gewonnen 
werden: A. Ligroinlésliche Fraktion etwa 640 mg; B. essigesterlésliche 
Fraktion 10,175 g; C. chloroformlésliche Fraktion 338,6 mg; D. cyclo. 
hexanolacetatlésliche Fraktion 265,7 mg. 

Zu A. Mit Hilfe von Sublimation im Hochvakuum, chromato. 
graphischer Adsorptionsanalyse, Umkristallisationen und vergleichenden 
Mikroschmelzpunktsbestimmungen konnte mit groBer Wahrscheinlich. 
keit das Vorhandensein von Propionaldehyd neben Acetaldehyd im 
Normalharn festgestellt werden. 

Zu B. Mit denselben Methoden wie unter A. konnte das deutlichen 
Dimorphismus zeigende 2, 4-Dinitrophenylhydrazon des Acetaldehyds 
isoliert und analytisch nachgewiesen werden. Etwa 90 % der gefundenen 
Carbonylverbindungen bestehen aus Acetaldehyd. Daneben fand sich 
noch ein Hydrazinderivat, das bei 111 bis 112° korr. schmolz und im 
Aussehen groBe Ahnlichkeit mit dem entsprechenden Derivat des 
Acetons hatte. 

Zu C. und D. Die durch die chromatographische Adsorptions- 
analyse isolierten Substanzen dieser Fraktionen wurden ihres gleichen 
Verhaltens wegen zusammen verarbeitet. Sicher nachgewiesen wurde 
das Diacetyl-2, 4-Dinitrophenylosazon, das unter atmospharischem 
Druck sublimiert und einen nicht deutlich ausgeprigten Schmelzpunkt 
von 326° hat. Ferner wurde ein Bishydrazinderivat gefunden, das 
einheitlich erscheint, unter atmosphaérischem Druck sublimiert und bei 
275 bis 277° unter Zersetzung schmilzt. Seine Identifizierung ist bis 
jetzt noch nicht gelungen. AuBerdem ist sicher noch ein anderes, aus 
langen, schmalen Platten mit schragen Endkanten bestehendes Osazon 
bzw. Bishydrazon vorhanden, das durch die Chromatographie noch 
nicht vollstandig vom Diacetylosazon getrennt werden konnte. Nach 
den vorlaufigen Ergebnissen der Chromatographie kann dariiber hinaus 
mit dem Vorliegen mindestens eines, wenn nicht mehrerer Osazone 
gerechnet werden. 
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Bemerkungen zu E. Wohlischs Mitteilung 
Zur Theorie der Trombokinasewirkung™. 
Von 
H. Dyekerhoff. 

(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1940.) 


In seiner Mitteilung ,,Zur Theorie der Thrombokinasewirkung“‘ 
kommt E. Wohlisch! zu dem Ergebnis, daB ,,die Auffassung einer 
katalysatorartigen Wirkung der Thrombokinase — bzw. allgemein der 
yerinnungsaktiven Zellsubstanzen iiberhaupt — als die gegenwartig am 
besten begriindete anzusehen sei‘. 

Wir haben dagegen stets die Ansicht vertreten, da8 die Thrombo- 
kinase das Thrombin durch Ausschaltung von Hemmungskérpern 
aktiviert. 

Voraussetzung fiir . Wéhlischs Ansicht ist, daB man — im Sinne 
der klassischen Blutgerinnungslehre — intravaskulér eine Ferment- 
vorstufe — das Prothrombin — annimmt, welches sich unter dem 
katalytischen Einflu8 der Thrombokinase in Thrombin verwandelt. 

ine chemisch definierte — wenn auch bisher unbekannte — kata- 
lytische Umwandlung des Prothrombinmolekiils ware dann als Ursache 
der Thrombinbildung anzusehen. 

Als prothrombinaktivierend sind nun eine ganze Reihe der ver- 
schiedensten Substanzen beschrieben worden. Im klassischen Sinne 
snd wohl hauptsachlich Lipoide und Lipoid-EiweiBkomplexe aus 
Organen als Thrombokinase anzusehen. Nach Cekada? gelingt es aber 
auch, Prothrombin durch langdauernde Einwirkung organischer Lésungs- 
nittel, oder auch durch Dialyse in Thrombin zu verwandeln, wahrend 
Eagle3 die gleiche Eigenschaft einigen proteolytisch wirksamen Schlangen- 
giften und dem Pankreastrypsin‘ zuschreibt. 

Die verschiedenartigsten Substanzen sollen also befahigt sein, die 
streng spezifische Thrombinbildung zu katalysieren. Diese Beobachtung 
steht zumindest im Gegensatz zu der strengen Spezifitat, die die anderen 
organischen Katalysatoren sonst kennzeichnet. 


Wenn auch £. Wohlisch (|. ¢.) die Proportionalitat zwischen der 
sebildeten Thrombinmenge und der zugesetzten Thrombokinasemenge 
im Serum als Beweis fiir die Aktivatortheorie anfiihrt — die kinetischen 
betrachtungen Wéhlischs sind natiirlich nur méglich, wenn man die 


' Diese Zeitschr. 304, 326, 1940. — ? Amer. J. Physiol. 78, 512, 1926. — 
J. of exper. Med. 65, 613, 1937. — 4 J. of gen. Physiol. 20, 543, 1937. 
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H. Dyckerhoff: Bemerkungen zu E. Wohlischs Mitteilung usy 


































Prothrombin-Thrombinumwandlung als gegeben voraussetzt und 
die Serumaktivierung durch Aceton als Methathrombinaktivieryy, 


extrakte im gleichen Serum stets eine verschiedene, fiir jeden Orga) 





auffa Bt , $0 bleibt dennoch ungeklart, warum verschiedene ( IT gan Ter 
extrakt typische, maximale Thrombinmenge im Serum bilden! ; und 


Zusammenfassung. 
Die Tatsache, das die verschiedensten Substanzen die Blut (At 
gerinnung zu beschleunigen vermdégen, ist nur schwer zu erklaren durch) [E 
die Annahme von Katalysatoren, die Prothrombin in Thrombin ver. 
wandeln. 
Betrachtet man das Gerinnungsferment als intravaskular vor. 
gebildet, aber gehemmt, so findet die Aktivatornatur der verschiedey 


é , . irr Nat 
artigsten Substanzen eine zwanglose Erklarung. AN - 
aktivita 

' H, Dyckerhoff, H. Miehler u. R. Steiner, diese Zeitschr. 297, 342, 193s Mlodifik 
bereits . 
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{ber die Antithrombinwirkung der Serumproteine 

und ihre Beziehung zur Metathrombinbildung. 
Von 

Edgar Wohlisch und Werner Griining. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 






(Eingegangen am 5, April 1940.) 










ver Mit 3 Abbildungen im Text. 
vor I. Einleitung. 
olen ; p . 5 3 
| Nach Morawitz (14) beruht die spontane Abnahme der Gerinnungs- 
aktivitat eines Serums darauf, daB das Thrombin in eine unwirksame 
193 Modifikation tibergeht, die Morawitz als Metathrombin bezeichnet. Wie 
vos - | 
| 


bereits A. Schmidt (21) gefunden hatte, kann ein derartiges nicht aktives 






oder wenig aktives Serum durch Alkalizusatz und nachfolgende Neutrali- 






sation, nach Morawitz (15) auch durch Saurezusatz und Neutralisation, 
fir einige Zeit reaktiviert werden, wobei sogar die Aktivitaét eines 






frischen Serums wesentlich tibertroffen werden kann. Diese Aktivierung 






verlauft im Gegensatz zu der Aktivierung des Prothrombins auch in 
Abwesenheit von Ca-Ionen. Metathrombin und Prothrombin sind mit- 
einander sicherlich nicht identisch. 

| Howells Schiiler Rettger (19) vertrat als erster (1969) die Auf- 
Jassung, das spontane Verschwinden des Thrombins im normalen Serum 
teruhe vielleicht auf einer Bindung des Thrombins an ein Blutprotein., 









Ganz offenbar ist nun die Fahigkeit des Serums, Thrombin zu 






jnaktivieren, nur ein Sonderfall seiner allgemeineren, schon lange be- 
kannten Eigenschaft, Fermentwirkungen zu hemmen. Hier sind vor 
allem das Trypsin, das Lab und das Emulsin zu nennen. Landsteiner (9) 
Hand schon 1900, daB die antitryptische Fahigkeit des Serums in der 
‘Hauptsache von den Globulinen unabhangig ist, wahrend das Serum- 
albumin antitryptisch wirkt. Die fermenthemmenden Wirkungen sind 
‘besonders eingehend von Hedin (5) untersucht worden. Dieser Autor 
konnte nachweisen, daB es sich bei der Hemmung des Trypsins und des 
Jabs durch kolloidal geléste Stoffe (Proteine) und feinverteilte feste 
Stoffe (Kohle) nicht um eine Zerstérung der Fermente, sondern um 
ine der Adsorption ahnliche Bindung des Ferments an die inaktivierenden 
Stoffe handelt. Die Hauptunterschiede gegeniiber der gewdhnlichen 
Adsorption bestehen darin, dap die Hedinsche Bindung mit steigender 
Temperatur zunimmt und nur wenig reversibel ist. Besonders wichtig 
hinsichtlich des Problems der Metathrombinbildung sind die Unter- 
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suchungen Hedins tiber die Hemmung des Trypsins durch Seryy, 
albumin einerseits, durch Tierkohle andererseits. In beiden Fj\j 
steigt die Hemmung bis zu einer gewissen Grenze mit der Zeit (Kontakt 
dauer), wahrend welcher die Mischung aus hemmender Substanz y,; 
Ferment vor der Zugabe des Substrats aufbewahrt wird. Da es sich 
nicht um eine Zerstérung des Ferments handelt, geht u.a. daray 
hervor, daB bei gegebener Temperatur eine wohldefinierte obere Greny, 
der Hemmung zu finden ist. Die hemmende Substanz kann derartiy 
mit Ferment gesattigt werden, daB von neu zugesetztem Ferment nich 
weiter aufgenommen wird. Andererseits gelingt es in keinem Full 
eine vollkommene Hemmung herbeizufiihren. Dies liegt vermutlic) 
daran, daB durch nachher zugefiigtes Substrat ein Teil des Ferment 
wieder frei gemacht wird. Bei der Hemmung von Lab durch Seryy 
konnte Hedin den wichtigen Befund erheben, daB die durch das Seruy 
erzeugte Henimung bei Behandlung der Serum-Labmischung mit star} 
verdiinnter Salzséure zum Teil wieder aufgehoben wird. Dies erinner 
stark an die Reaktivierung des Metathrombins nach dem Verfalire: 
von A. Schmidt (21). Bei der Aufnahme der Fermente durch die adsor. 
bierenden Stoffe unterscheidet Hedin zwei Stadien: Im ersten werd 
das Ferment vollig reversibel gebunden, im zweiten komme es zu einer 
Verfestigung der Bindung. Vorbehandlung des Serumalbumins mit sehr 
verdiinnter Essigsdure bei 37° C kann diesem Eiwei8k6rper die Fahigkeit 
nehmen, das Ferment an sich zu verfestigen. 

Morawitz’ Schiiler Landsberg (8) untersuchte die Bindung des 
Thrombins durch Adsorbentien, und zwar durch Kohle, Casein uni 
kaufliches Serumalbumin der Firma Merck. Er gibt an, da sich eine 
derartige Bindung nachweisen lasse und daB diese durch die Schmidtsche 
Methode der Alkalibehandlung wieder gesprengt werden kénne. Fr 
fand ferner, daB die thrombinbindende Kraft des Serums mit steigender 
, Temperatur zunimmt, wie dies Hedin fiir das Trypsin und Lab nach. 
gewiesen hatte. Versuche mit Serumglobulin und frischem Serun. 
albumin scheint Landsberg nicht angestellt zu haben. Aus Analogic. 
griinden zu den Befunden Landsteiners iiber die Bindung von Trypsin 
schlieBt Landsberg, daB auch fiir die Bindung des Thrombins das Serum: 
albumin verantwortlich gemacht werden miisse. 

Merkwiirdigerweise hat sich die Auffassung Rettgers und Landsherys 
vom Wesen der Metathrombinbildung in der Folgezeit nicht durchsetzen 
kénnen. Insbesondere in den Arbeiten der Howell schen Schule [Gasser(4 
Weymouth (23), Rich (20); Naheres bei Wéhlisch (24)], die sich eingeheni 
mit der Metathrombinfrage befassen, wird die Hemmung des Thrombits 
einem ,,Antithrombin‘‘ des Plasmas oder Serums zugeschrieben uni 
das Metathrombin als eine Thrombin-Antithrombinverbindung au. 
gefaBt [vg]. Howell (7)}. 
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Erst Lenggenhager (10) und Quick (18) haben neuerdings den Ge- 
janken Wieder aufgenommen, daB die Antithrombinwirkung des 
normalen Serums eine Funktion des Serumalbumins selbst — oder, wie 
wick sich vorsichtiger ausdriickt, eines Bestandteiles der Albumin- 
raktion — sei. Er priifte die thrombinhemmenden Fahigkeiten frisch 
pergestellten Serumalbumins und Serumglobulins und fand, daB durch 
inen 10 Minuten langen Kontakt des Thrombins mit dem Serum- 
lbumin vor Zugabe des Fibrinogens die Gerinnungszeit gegeniiber der 
lbuminfreien Kontrolle auf das Hundertfache verlangert wird, wahrend 
rin 30 Minuten langer Kontakt von Serumglobulin mit Thrombin die 
Jerinnungszeit nur auf etwas tiber das Doppelte verlingert. Ein 
‘ergleich der Geschwindigkeit der Neutralisierung des Thrombins durch 
serum einerseits, Serumalbumin andererseits fiihrte zu dem Ergebnis, 
ja8 die antithrombische Aktivitaét von der Albuminkonzentration des 
erums abhangig ist. Quick konnte ferner zeigen, daB ebenso wie die 
ntithrombische Wirkung des Serums auch die des Serumalbumins 
durch Erhitzen auf 67°C vernichtet wird. Die Labilitat der anti- 
hrombischen Eigenschaft des Serumalbumins zeigt sich auch darin, 
laB sie schon durch mehrtagiges Stehen im Kiihlschrank eine betracht- 
iche Abnahme erfahrt. Die antithrombische Wirkung ist nach Quick 
pine spezifische Wirkung des Serumalbumins und kann nicht durch die 
Annahme einer einfachen Adsorption erklart werden. 


If. Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 


1. Albumin. 


Frisches Oxalatpferdeblut wird durch den Serumseparator in Plasma 
nd feste Bestandteile getrennt. Dabei machten wir in einigen Fallen die 
eobachtung, daB eine Hamolyse eintrat. Um diese zu vermeiden, wurde 

pegebenenfalls das Plasma dieses Tieres mittels Becherzentrifuge (etwa 
3000 Umdrehungen/Minute) gewonnen. Das Plasma wird mit Ammon- 
pulfat halbgesattigt und darauf filtriert. Nach Erwarmung auf 37° sattigt 
man das wasserklare Filtrat mit Ammonsulfat ganz. Der zuriickbleibende, 
licke Filterriickstand lést sich sehr leicht in Aqua dest., worauf man ihn 
yon neuem mit Ammonsulfat halbsattigt. Der Vorgang der Halb- bzw. 
anzséttigung mit Ammonsulfat wird im ganzen je dreimal durchgefiihrt, 
ler letzte Filterriickstand wiederum in Aqua dest. gelést und dann im 
Dialysierschlauch gegen 0,9 °,ige NaCl-Lésung solange dialysiert, bis in der 
\ochsalzlésung kein NH, mehr mit Hilfe von Nesslers Reagens nachweisbar 
t. Dies ist bei haufigem Wechsel der NaCl-Lésung in etwa 3 bis 4 Tagen 
ler Fall. Die so gewonnene Albuminlésung erwies sich mehrere Wochen als 
inwandfrei brauchbar. 


Albuminlésungen aus kéuflichen Trockenpriparaten (Merck, Schuchardt- 
‘6rlitz): Das Albuminpulver wird in etwa 5- bis 10°, iger Lésung angeriihrt 


and mit Ammonsulfat zwecks nochmaliger Reinigung halbgesattigt. Darauf 
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werden aus dem Filtrat durch Ganzsattigung die Albumine ausgefiilli. [)j,,. 
gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung bis zur vélligen Freiheit von Ammonsi)}j,; 


a 


2. Globulin. 


Der Vorgang ist bis zur ersten Filtration derselbe wie bei Herstelly, 


der Albuminlésung. Danach werden die als Filterriickstand abgeschiedene, 


Globuline wieder in Aqua dest. gelést, zur Entfernung des Fibrinoge), 


wahrend 10 bis 15 Minuten auf 58° erwarmt und nach Abkiihlen filtrjey: 


Eine nochmalige Halbsattigung liefert wiederum einen Riickstand, desy, 
Lésung in gleicher Weise wie die Albuminlésung gegen 0,9 °,ige Na Cl-Lésury 


dialysiert wird. Die Haltbarkeit betrug auch hier einige Wochen, doch schiey 
sie gegeniiber derjenigen der Albuminlésungen etwas kiirzer zu sein. 


3. Fibrinogen. 


Das aus frischem Pferdeblut durch Zentrifugieren gewonnene Plasyy 
bleibt wahrend 24 Stunden im Eisschrank stehen. Am nachsten Tage win 
das Plasma, das sorgfaltig von dem sich absetzenden triiben Bodensat, 


getrennt wurde, mit tertiérem Calciumphosphat (6 Teile Phosphat aj 


100 Teile Plasma) eine halbe Stunde geschiittelt. Die sich bildende dick. 
gelbe Aufschwemmung wird solange in der Becherzentrifuge bei 3000 Tourey 
zentrifugiert, bis die tiber dem Bodensatz stehende Fliissigkeit einwandite 


wasserklar ist. Dies ist meist nach etwa 60 Minuten der Fall. Darauf wir 
die wasserklare Lésung mit NaCl halbgesattigt. Nach kurzem Stehey 


scheiden sich Fibrinogenflocken aus, die leicht von der Oberflache a! 
geschéptt werden kénnen. Nach mehrmaligem Waschen-mit halbgesattigte 
NaCl-Lésung werden die Flocken in Aqua dest. aufgelést und der Na( 
Gehalt auf 0,9°, verringert. Die so gewonnene Fibrinogenlésung halt sic! 
im Eisschrank 3 bis 5 Tage frisch und gerinnungsfahig. Danach tritt ein 
zunehmende Triibung auf, mit der auch die Gerinnungsfahigkeit nachlas 


Die héchsten auf diesem Wege erreichten Fibrinogenkonzentrationen waren 


3,1 und 4,1 %. 
4. Thrombin. 


Das Thrombin wurde als Trockenpulver nach Mellanby (11) mit defy 


_ Modifikation nach Bleibtreu (1) hergestellt und zum Gebrauch in kleine: 
Mengen frisch angeriihrt. 


5. Versuchsanordnung. 


Bei simtlichen Lésungen wurden mehrmalige Eiweifbestimmunge 
nach der Mikro-Kjeldahl-Methode [nach Hoppe-Seyler (6) und Parnas wi 
Wagner (16)] vorgenommen. Nach Bedarf verdiinnten wir die gewonnenet 
Stammlésungen mit physiologischer Kochsalzlésung auf das gewiinschte Ma! 

Vor Beginn des Versuchs wurden die Lésungen auf Zimmertemperatw! 
erwarmt. Zu jeder Gerinnungsprobe verwandten wir je 0,5 cem Albumin. 
bzw. Globulin-, Fibrinogen- und Thrombinlésung. Jede Probe wwii 
dreifach durchgefiihrt. Daneben lief bei jedem Versuch eine Kontrolle, b« 
der das Albumin bzw. Globulin durch das gleiche Volumen an physio 
gischer NaCl-Lésung ersetzt war. Im ,,Sofortversuch‘ gelangten alle dr 
Bestandteile unmittelbar hintereinander in der Reihenfolge Albumin bzv 
Globulin — Fibrinogen — Thrombin zur Durchmischung. Als ,,Kontaktzeit 
(K. Z.) bezeichnen wir die Zeit vom Zusammenbringen zweier Lésinge! 


bringt man nach Lésung in Aqua dest. in Dialysierschlauche und dialysjc», 
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‘deren Einflu8 aufeinander in dem betreffenden Versuch gepriift werden 
b<ollte, bis zur Herstellung des fertigen Gerinnungssystems durch Zugabe 
e des dritten Bestandteiles. 


B. Versuchsergebnisse. 


|. EinfluB des Albumins auf die Gerinnung einer Fibrinogen- 
iiésung bei vorhergehendem Kontakt von Albumin und 


Fibrinogen bzw. Albumin und Thrombin. 


Eine Lésung von 1° igem Pferdeserumalbumin wird mit 1 %iger 
Thrombinlésung bzw. 0,2°%iger Fibrinogenlésung vor Einleitung der 


'Gerinnung 15, 30 und 45 Minuten in Kontakt gebracht. Bei der nach- 
‘folgenden Gerinnung zeigt es sich, daB der Kontakt von Albumin und 
' Fibrinogen praktisch keinen EinfluB auf die Gerinnungszeit (G. Z.) des 
} Fibrinogens nach Zugabe des Thrombins ausiibt. Dagegen wirkt sich 
‘der Kontakt Albumin-Thrombin auf die G. Z. im Sinne einer starken 


Hemmung des Gerinnungsvorganges aus. Bei 20° ergibt er eine Hem- 


‘mung auf ungefahr das Doppelte, bei 40° iiber das Dreifache, namlich 
Fvon 26 auf 86 Sekunden, gegeniiber der Kontrolle ohne Albumin mit 


physiologischer NaCl-Lésung. Diese Versuche bilden eine Bestatigung 
der Angaben von Quick. 


2, Thrombinwirkung bei Variation der Kontaktzeiten von 
Albumin-Thrombin bzw. Albumin-Fibrinogen unter Ein- 
wirkung verschiedener Temperaturen. 


Bei den folgenden Versuchen wurden ein 0,98 °,iges Pferdeserum- 


albumin und verschieden hoch konzentrierte Pferdefibrinogenlésungen 
benutzt. 


Entsprechend den ersten 


faus Albumin und Fibrinogen 


vegeniiber der Kontrolle aus 


10.9% iger NaCl-Lésung und Fi- 
/brnogen bei Kontaktzeiten bis 


zu 24 Stunden keine Gerinnungs- 

verzogerung auf. Der Tem- 

peratureinfluB machte sich ledig- Peden e 79 

lich dadurch bemerkbar, daB die * 16° 
Gerinnungen bei allen Kontakt- | 
zeiten gleichmaBig etwas rascher sais i of $s 5 Sia 
baw. langsamer auftraten. Im Abb. 1. Gerinnungszeit (G.Z.) einer Pferde- 


Dia Tan . g nse ie fibrinogenlésung von 2,24°, als Funktion 
om der Abb. 1 ents prec hen der Kontaktzeit (K. Z.) des Thrombins mit 


‘die erhaltenen Werte einer Hori- 0,98 %igem Pferdeserumalbumin bei 18 und 
szontalen in Héhe von etwa 14 bis 


379 C. Gerinnungsversuch bei Zimmer- 
temperatur. 
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40 Sekunden G. Z. je nach Temperatur. Zum Unterschied hieryon ye; 
halten sich Albumin-Thrombin bei zunehmender K. Z. vollig andersartiy 
Bei 37°C steigt die G. Z. bis zu etwa fiinfstiindigem Kontakt ste] ,) 
und erreicht maximale Werte von 8 bis 10 Minuten. Danach fallt < 
wieder rasch ab und stellt sich auf etwa den halben Maximalwert ein 
Bei niedrigeren Temperaturen (18°C) ist die Hemmung des Thrombin: 
wesentlich schwacher und zeigt vor allem kein Optimum (vgl. Abb. | 

Kontrollen, bei denen das Albumin durch das gleiche Volumey 
physiologischer Kochsalzlésung ersetzt war, zeigten, daB die beob. 
achteten Effekte wirklich auf dem Albuminzusatz und nicht etwa ay; 
einer Alterung des Fibrinogens beruhten. 

Serumglobuline ergaben bei zunehmender K. Z. mit Thrombin ei: 
langsames, im Vergleich zu den Albuminen geringfiigiges, stetiges Ap. 
steigen der G. Z. ohne ein Optimum. 


3. EinfluB der Albuminkonzentration auf die 
Thrombinwirkung. 


Bei Quick findet sich der kurze Hinweis, die Antithrombinwirkuny 
des Serumalbumins hinge von der Konzentration des Albumins ab 
Da sich diesbeziiglich keine naheren Angaben bei dem genannten Autor 


Min. 
Abb. 2. Gerinnungszeit (G.Z.) einer 
Pferdefibrinogenlésung von 1,96 % als 
Funktion der Konzentration C des 
Gerinnungssystems an Pferdeserum- 
albumin bzw. Pferdeserumglobulin 
| nach 24stiindigem Kontakt des Al- 
ea aE bumins bzw. Globulins mit dem 
Globuin Thrombin. Kontakt und Gerinnungs- 
| versuch bei Zimmertemperatur. 


0 30 35 40% 
(—- 
finden, schien es uns von Interesse, dariiber weitere Klarheit zu erzielen 
Dazu belieBen wir Albuminlésungen steigender Konzentration mit 
Fibrinogen- bzw. Thrombinlésungen bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
in Kontakt. Auch hier ergab der Kontakt Albumin-Fibrinogen keinen 
Einflu8 auf die Gerinnungszeiten. Diese wiirden in nebenstehendem 
Diagramm (Abb. 2) einer Horizontalen bei rund 20 Sekunden G. Z 
entsprechen. Parallel hierzu in Héhe von etwa 15 Sekunden lauft auc! 
die durch den Sofortversuch ohne Kontaktzeit aus den Gerinnungszeitel 
bei ansteigender Albuminkonzentration erhaltene Kurve. Dagegen wb 
das Albumin auf das Thrombin bei 24stiindigem Kontakt einen mi 
steigender Konzentration bis zu einem Maximum wachsenden Einflu! 
aus. Vier verschiedene Fibrinogene (0,97, 1,0, 1,9 und 2,0°,) und zwei 


r 


Albuminlésungen von verschiedenen Tieren wiesen insgesamt bei vi! 


y 


Versuchsserien gleiche Resultate auf. Die Maxima der Kurven !age! 
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a ver gwischen 1,75 und 2,5°, Albumin und erreichten eine G. Z. von 11 bis 
—s 19 Minuten. Allen vier Kurven ist der steile Anstieg und das deutliche 
ell ar Absinken nach dem Maximum gemeinsam. 


It sie 

th Parallelversuche mit Serum- und Eieralbumin, die aus kauflichen 
Trockenpraparaten hergestellt waren, zeigten keine entsprechenden 
Ergebnisse. Bei 0 bis 24 Stunden K. Z. hatte das Albumin weder auf 
das Fibrinogen noch auf das Thrombin einen EinfluB ausgeiibt, der sich 
in der G. Z. bemerkbar gemacht hatte. Damit stehen wir im Gegensatz 
ou Landsberg, der auch bei kauflichem Serumalbumin (Merck) eine 
antithrombische Wirkung fand. Quick lehnt die Antithrombinwirkung 
yon frischem Eieralbumin ab. 


mbins 
Db. ] 

lumen 
beob. 


ya auf 
in ein 
4. Einflu8 der Globulinkonzentration auf die 


Thrombinwirkung. 


Bei 24stiindigem Kontakt von Serumglobulin mit Thrombin ergab 
sich eine Zunahme der Gerinnungszeiten (Abb. 2). Jedoch erwies sich 
rkung | die hemmende Wirkung des Serumglobulins 





1s ab. JB als wesentlich schwacher wie die des Serum- ww 
Autor [B albumins. Sie ist in dem ganzen von uns unter- 


suchten Bereich der Konzentration der Glo- 32% Albumin 


buline direkt proportional, zeigt also im Gegen- * fo 
satz zur Albuminhemmung kein Maximum 
bei einer bestimmten Konzentration. 


5. Antithrombischer EinfluB® des 
Albumins als Funktion der Thrombin- 
konzentration. 

Die starke Beeinflussung des Thrombins 
durch Serumalbumin, die aus obigen Ver- 








rielen . 
_ & suchen hervorgeht, veranlaBte uns, das Ver- 
) mit Ry: phe hae ; 
haltnis Albumin : Thrombin auch durch eine 
Men 





entsprechende Variation des Thrombins zu Oe as a5 40% 

andern. In den Versuchen der Abb. 3 wurde Che 

der Einflu8 der Albuminkonzentration (0 bis 4-3 Getinnungszeit (G.Z ) 
einer Pferdetibrinogeniésung 


38°) auf die Thrombinwirkung als Funktion — von 1,0% als Funktion der 
Thrombinkonzentration Cp), 


einen 
ndem 
G.Z 
aucl oa ; fi 
der Thrombinkonzentration untersucht, und |. 

: e : in Gegenwart von 0 - ,8 % 
zwar ohne vorherigen Kontakt von Albumin __ Pferdeserumalbumin ohne vor- 
herigen Kontakt. Gerinnungs- 
versuch bei Zimmertemperatur 


zeiten 
n iibt ‘ P ¥ ‘ 
und Thrombin. Aus dem Diagramm ist eine 
n mit . : : : 
mit steigender Albuminkonzentration zu- 


influ = ae : P 
nehmende Hemmung der Thrombinwirkung zu ersehen. Diese ist um 


| zwel : i ; , a ae : F ; 
righ so deutlicher, je niedriger die angewandte Thrombinkonzentration ist. 
1 vier : = E in . ee" P — ‘ 
mit anderen Worten, je linger die Gerinnungszeiten sind. So wird 
z. B. bei 1°,igem Thrombin die G. Z. durch 3,8°, Albumin auf das Drei- 
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fache des Wertes der albuminfreien Kontrolle verlangert. Bei ()25 
Thrombin bewirkt der Zusatz von 3,8° Albumin dagegen eine Ver. 
langerung auf das Achtfache gegeniiber der albuminfreien Kontrol); 
Der Effekt der mit abnehmender Thrombinkonzentration zunehmende 
antithrombischen Wirkung des Albumins erklart sich nach den Erygeb. 
nissen unserer zu Abb. 1 gehérigen Versuche dadurch, daB sich dj 
bei kleiner Thrombinkonzentration verlangerte G. Z. im Sinne eine; 
Steigerung der K. Z. zwischen Albumin und Thrombin auswirkt. 


Ill. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Unsere Versuche bilden eine Stiitzung der auf Landsherg zuriick 
gehenden Auffassung, dag die antithrombischen Eigenschaften ce, 
Plasmas und Serums in der Hauptsache dem Serumalbumin oder, wen) 
wir uns mit Quick vorsichtiger auBern wollen, einem Bestandtei! de 
Albuminfraktion zukommen. Hierfiir spricht vor allem unser vorden 
nicht nachgewiesener Befund, daB die thrombinbindende Kraft des 
Serumalbumins mit steigender Temperatur zunimmt, also die gleicl, 
Temperatura bhangigkeit aufweist, die von Landsberg fiir die Thrombin 
bindung durch Serum gefunden wurde. Es handelt sich hier also offenba: 
wirklich um die eigenartige, insbesondere von Hedin untersucht 
inaktivierende Bindung eines Ferments (vgl. 8S. 183), die in mehrfacher 
Hinsicht von der gewéhnlichen Adsorption zu unterscheiden ist. /) 
diesem Sinne bildet der Nachweis der inaktivierenden Thrombinbinduny 
durch Serumalbumin zwar keinen Beweis, wohl aber aus Analogiegriind:» 
zusammen mit zahlreichen anderen Befunden eine Stitze fiir die bekannilic! 
lange Zeit heftig umstrittene Lehre von der Fermentnatur des Thrombin: 

Der von uns gefundene, ebenfalls vorher nicht bekannte, ly 
héherer Temperatur (37°C) nach einigen Stunden bemerkbare Riick 
gang der Thrombinbindung nach Erreichung eines Maximums diirft 
wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB bei dieser Temperatur das Albumi 
bereits innerhalb einiger Stunden eine mit Abnahme seiner Bindungs- 
fahigkeit einhergehende Alterung erfahrt. Es ist beabsichtigt, in weitere! 
Untersuchungen zu priifen, ob es sich hier um eine allgemeinere oder 
nur das Thrombin betreffende Erscheinung handelt. 

Besonders auffallend und vorlaufig nicht deutbar ist unser Befund 
daB die hemmende Wirkung des Serumalbumins bei Steigerung der 
Albuminkonzentration ein Maximum durchléuft. Auch hier mul es 
weiterer Priifung vorbehalten bleiben, zu entscheiden, ob es sich un 
einen Sonderfall oder um eine allgemeinere GesetzmaBigkeit der Ferment- 
bindung durch Albumin handelt. 

Wie bereits erwahnt, halt auch Lenggenhager das Albumin fil 
diejenige Komponente des Plasmas oder Serums, die das Thrombu 
neutralisiert und mit diesem zusammen Metathrombin bildet. 
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hlagt daher fiir das Albumin die Bezeichnung ,,Metathrombinogen* 
vor, was unseres Erachtens tiberfliissig ist, da die Bezeichnung Anti- 
thrombin treffender und zudem bereits eingebiirgert ist. Noch richtiger 
erscheint es uns allerdings, nicht von ,,dem Antithrombin‘, sondern 
von einer antithrombischen Funktion des Albumins zu sprechen, da 
lie Bezeichnung ,,das Antithrombin** zu leicht an eine spezifische 
Antikérperwirkung denken laBt, um die es sich ja hier keineswegs 
handelt. 

Lenggenhagers sehr kurz gefaBbte Angaben lassen es zweifelhaft er- 
sheinen, obihm wirklich die Darstellung des antithrombischen Albumins 
velungen ist.. Er gibt namlich an, dieser Stoff habe .,seine Tiicken", 
da er je nach Art der Globulinfallung an thrombinzerstérender Kraft 
verloren habe. Nur die Fallung mit verdiinntem Eisenchlorid scheine 
den K6rper nicht wesentlich zu schadigen. Wir kénnen eine derartige 
Empfindlichkeit der antithrombischen Wirkung des Albumins nicht 
bestatigen. Auch Quick hat offenbar keine derartigen Erfahrungen 
gemacht. Vor allem aber sind die weiteren Ausfiihrungen Lenggenhagers 
iber das Metathrombin nicht zutreffend. So soll das Metathrombin 
noch wahrend vieler Stunden in vitro ,,eine leichte Gerinnungskraft* 
haben, eine Behauptung, die emen Widerspruch in sich enthalt. De fini- 
lionsgemap ist das Metathrombin ja nichts anderes, als gerade der im 
Gerinnungsversuch nicht mehr nachweisbare Anteil des Thrombins. 
Ferner soll nach Lenggenhager die Reaktivierung alterer Sera mit Saure 
und Alkali nicht auf einer Reaktivierung des Metathrombins, sondern 
uf einer Mobilisierung von ,,Prokinase** beruhen, die mit dem Pro- 
thrombinvorrat des Serums wieder Thrombin bilde. Beweise fiir diese 
Auffassung finden sich bei Lenggenhager nicht. Sie widerspricht den 
iibereinstimmenden Ergebnissen von Morawitz und Fuld, die nachweisen 
konnten, daB die Reaktivierung des Metathrombins durch Sauren und 
Alkalien auch bei vollstandiger Abwesenheit von Ca-Salzen mdéglich ist, 
wihrend das Prothrombin durch Thrombokinase nur in Gegenwart von 
Ca-Salzen aktivierbar ist. Ferner konnte Landsberg bereits zeigen, dal 
Thrombin aus seiner Bindung an Casein nach der Schmidtschen Methode 
der Alkaliaktivierung wieder befreit werden kann. Endlich konnte 
Howells Schiiler Gasser die Alkalireaktivierung des Metathrombins in 
einem Oxalatplasma ausfiihren, das durch Erwirmen auf 60°C von 
einem Prothrombin und Fibrinogen befreit worden war (Naheres siehe 
bei Wohlisch, S. 520). 

Durch die von Landsberg, Quick und von uns erhobenen Befunde 
sind wohl die Angaben von Morawitz und Weymouth iiberholt, daB das 
Antithrombin bei der Dialyse mit den Globulinen zusammen ausfalle 
bzw. nicht zu den Albuminen gehére. Der Nachpriifung bediirfen die 
Angaben von Pekelharing (17), daB die thrombinhémmenden Sub- 
stanzen zum Teil dialysabel seien. 

13* 
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Nach Minot (12) wird das Antithrombin durch Chloroform zerst iy; 
Hierauf soll die gerinnungsauslésende Wirkung des Chlorofor, 


Oxalatplasmen beruhen, die oft von vornherein kleine Mengen T)\10y, 
bins enthalten. Diese Angabe ist von P. Bordet (2) bestatigt worde 
In Ubereinstimmung hiermit steht der Befund von Stuber, Fock: 
Chien Shen (22), daB gealterte Sera u. a. auch durch Chloroform reat). 
viert werden kénnten. Es bleibt zu priifen, ob ebenso wie die ani 
thrombische Wirkung des Plasmas oder Serums auch die des gereinite, 


Serumalbumins durch Chloroform aufgehoben werden kann. ; 
Faller 
Zusammenfassung. des 
vekla 
das I 
inf ¢ 
Fibriz 


Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Thrombinwirkuny 
durch Serumalbumin und Serumglobulin bestatigen die Auffassung 
daB die Antithrombinwirkung des normalen Serums in der Hauptsache 
eine Funktion des Serumalbumins ist. Das sogenannte Metathrombhi 
ist vermutlich nichts anderes als das durch Bindung an Serumalbumnir Sehm 
inaktivierte Thrombin. Diese Bindung des Thrombins steigt mit zu Hudes 
nehmender Temperatur stark an. Bei héheren Temperaturen macht JB Ava 
sich nach einigen Stunden ein starker Riickgang der Bindung bemerkba: I 
Die vom Albumin gebundene Thrombinmenge nimmt mit steigender Emul 
Albuminkonzentration bis zu einem Maximum zu und laBt auffallender Anti 
weise bei weiterer Steigerung einen nicht unbetrachtlichen Riickgany J | oh!) 
erkennen. dere ( 
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Uber Fibrinolyse. 
Von 
Werner Griining. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 5, April 1940.) 


An die Gerinnung des Fibrinogens zu Fibrin schlieBt sich in vielen 
Fallen der als Fibrinolyse bezeichnete Vorgang der Wiederauflésung 
des Gerinnsels an. Die Frage ist noch nicht mit vélliger Sicherheit 
veklart, ob Gerinnung und Fibrinolyse durch ein- und dasselbe Ferment, 
das Thrombin, bewirkt werden [Presnell (5)], oder ob die Fibrinolyse 
if der Wirkung eines 
Fibrinolysins, beruht, wie dies insbesondere Rosenmann (8 bis 12) und 
\chmitz (13) Noch 


Hudemann (2) aus unserem Institut sprechen auch fiir die letztere 


besonderen proteolytischen Ferments, des 


annehmen. nicht veréffentlichte Versuche von 
Auffassung. 

Da das Thrombin ebenso wie andere Fermente (Trypsin, Lab und 
Emulsin) durch Serum eine starke Hemmung erfahrt und da diese 
Antithrombinwirkung** nach Rettger (7), Landsberg (3), Quick (6), sowie 
Wohlisch und Griining (14) eine Funktion der Serumproteine, insbeson- 
dere des Serumalbumins zu sein scheint, lag es nahe, zu priifen, ob auch 
lie fibrinolytische Funktion vom Serumalbumin abhangig ist. 

Die Ausgangslésungen zu den folgenden Versuchen wurden wie friiher 
beschrieben [W6hlisch und Griining (14)| dargestellt. Die betreffenden 
Substanzen, deren EinfluB auf die Lyse festgestellt werden sollte, wurden 
nach erfolgter Gerinnung zugegeben und grobmechanisch vermischt. 
Soweit nicht besonders erwahnt, liefen alle Lysen bei 37° ab. 

Bei Anwesenheit von Serumalbumin im System ergab sich mit 
steigender Konzentration des Albumins eine Verlingerung des lytischen 
Prozesses von 2 Tagen bei 0,1 °, Albumin auf 12 Tage bei 4°; Albumin 
vgl. Tabelle 1). Dabei spielt es keine Rolle, ob die Gerinnung vorher 
im Sofortversuch, d.h. ohne Kontaktzeit, oder nach Kontakt von 


Albumin — Fibrinogen oder Albumin—Thrombin durchgefiihrt wurde. 


Auch hier gaben Versuche mit kauflichen Albumintrockenpraparaten 


Tabelle I. 





Serumalbumin Lysezeit Serumalbumin 


Tage 0'9 Tage 


Lysezeit 


21), 3,0 10)’, 


41), 4,0 121, 


b 
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ahnlich wie bei den Gerinnungsversuchen [Wéhlisch und Griinin: 
keine Verzégerung der Reaktion durch zunehmende Konzent 
Wir fiihren dies auf eine Alterung oder eine langere Erwarmun: 
Verlauf des Herstellungsprozesses zuriick. 

Zum Unterschied von den Serumalbuminen war mit Anst: 
der Serumglobulin-Konzentration keine stetige Zunahme der Lysezeite 
zu verzeichnen. Die Werte lagen véllig unregelmaBig und zeig 


gegeniiber den mit Albumin erzielten Daten ein wesentlich gerinyere. 


Ansteigen. 


von | 


nicht 


auf 


im a 


Rosenmann (8) fand u.a., daB die Fibrinolyse bei Anwesen)e;; 


von 8°, NaCl auf 18 Stunden Dauer gegeniiber 42 Stunden bei (4 

NaCl verkiirzt wird. Diesen Effekt erzielte er mit nativem Pferd: 
fibrin. Sein sog. ,,Plasmafibrin’‘ ergab nicht diese Anderung der Lys 
zeit durch verschiedene Salzkonzentrationen. An anderer Stelle tei 
derselbe Autor (12) mit, daB Vitamin B, die Fibrinolyse stark hem 
und zwar proportional der zugesetzten Menge von By. Diese Tatsache 


TLLLLAL 


diese 


veranlaBten uns zu priifen, in welcher Richtung die Lyse iiberhaup 


durch Zusatz von Salzen verindert wird. Da es durch friithere Arbeite; 
an unserem Institut [Meissner und Wéhlisch (4), Diebold und Jiihling |) 
nahelag, auch den Harnstoff dahingehend zu priifen, wahlten wir a 
gemein solche Stoffe aus, deren EinfluB auf die Blutgerinnung feststand 


7,5°, Harnstoff bewirken eine Verlangerung der Lyse auf zweim 


Zeitsc 


24 Stunden gegeniiber der Kontrolle von einmal 24 Stunden. Harnstof! 


in 20°,iger Konzentration hindert die Lyse iiber 10 Wochen. 


8 bis 20°, NaCl ergeben eine Lyseverlingerung um 4 bis 10 Tay 


gegentiber der Kontrolle. 0,9°,ige NaCl-Lésung hat keinerlei Einfly 
0,25°, CaCl, hemmt die Lyse um etwa 30°, und bei 0,4- w 
0,5°.iger Konzentration um 100°, gegeniiber der Kontrolle. 
ZnSO, in 2-, 20°,iger und konzentrierter Lésung und ebenta 
Berlinerblau zeigen wie der hochkonzentrierte Harnstoff praktisch ei) 
vollkommene Aufhebung der Lyse. Ebenso verhalt sich Formaldel\ 
| 


Weiter priiften wir einige pharmazeutische Praparate, dere: 


EinfluB auf die Gerinnung bekannt ist: 
Heparin (Schering-Kahlbaum) wies bei einer Konzentration \ 
1o0000 eine schwache, bei 1/j 9999 und 1/j999 eine Lysehemmung 
viermal 24 Stunden gegenitiber der Kontrolle mit 18 Stunden auf 
Germanin (Bayer 205) bewirkt mit zunehmender Konzentrat 
eine steigende Lysehemmung. (0,025°, = fiinfmal 24 Stunden: 0.25 


sechsmal 24 Stunden, 2,5°, —siebenmal 24 Stunden; Kontrol: 


18 Stunden.) 
Novirudin (Norgine A.-G., Prag) gibt 0,5 °,ig eine Lyseverz6ge! 


) 
um rund 10 Tage, 5°,ig um rund 15 T 


age. 





Uber Fibrinolyse. 


Zusammenfassung. 


1. Der Grad der Lysehemmung durch Serumalbumin ist direkt 
yon der Konzentration des Serumalbumins abhangig. Globulme zeigen 


nicht diese Wirkung. 

2. Die gepriiften Salze und einige pharmazeutische Priparate, die 
auf die Blutgerinnung hemmend einwirken, verzégern die Fibrinolyse 
im allgemeinen entsprechend der Konzentrationszunahme. 
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Uber die Proteolyse von Immunseren 
dureh Pepsin bei sechwach saurer Reaktion. 


Beitrige zur enzymatischen EiweiBanalyse. 
Von 
Hermann E. Schultze. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Behringwerke, Marburg a. d. Lal; 
(Eingegangen am 11, April 1940.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Schon im Jahre 1902, also noch in den Anfangszeiten der von 
E. von Behring entdeckten Serumtherapie, hat man in Deutschland 
vorgeschlagen, die im AnschluB an die parenterale Verabreichuny 
bakterieller Antigene im Tierserum auftretenden Immunstoffe durch 
Einwirkung eiweiBspaltender Fermente zu reinigen. Das einschlagige 


von den damaligen Farbwerken vormals Meister, Lucius und Briining in 
Héchst a. M. eingereichte Patent! sieht eine Behandlung tierische: 
Antitoxins mit Trypsin, daneben aber auch eine solche mit Pepsin be 
schwach saurer Reaktion vor, wodurch albuminfreie Antitoxine erhalten 
wurden. Die praktische Ausnutzung dieses Verfahrens ist unterblieben 
was vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, das Autoritaéten wie FL. Pick? 
und spater Mellanby® den wenig ermunternden Befund erhoben, dai 
Antikérper durch Pepsineinwirkung sehr schnell zerstért werden. Erst 
in allerneuester Zeit ist man, angeregt durch erfolgversprechende 
Patentver6éffentlichungen von J. A. Parfentjev+, wieder auf die Méglich- 
keit einer fermentativen Reinigung von Immunseren zuriickgekommen 
Uber dieselbe gibt C.G@. Pope 5 aufschluBreiche Einzelheiten an. 

‘ Pope erhalt auch nach dem anfangs erwahnten Verfahren aus 
Diphtherieserum durch schwach sauer geleitete Pepsinverdauung 
Antitoxinpraparate von einem Reinheitsgrad, wie er durch die bisher 
gebrauchlichen Fraktionierungsmethoden mit Hilfe von Ammonsulfat 
nicht erreicht werden konnte. Auch die Ergebnisse von Hansen®, die 
von Modern und Ruff? und schlieBlich die vorjéhrigen von Sandor’ 
und Mitarbeitern bestatigen einen betrachtlichen Reinigungseffekt fiir 


1 E. P. 18340 (1902). — ? Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 351, 1902 
3 Proc. Roy. Soc. London (B) 80, 399, 1908; vgl. auch A. A. Schmidt 
Tuljtschinskaya, Zeitschr. Immunforsch. 78, 312, 1931. — 4A. P. 20651961 
2123198. — 5 Brit. J. of exper. Pathol. 20, 133, 201, 1939. — ® Dies 
Zeitschr. 299, 363, 1938; C. r. Soc. Biol. 129, 216, 1938. — 7 Diex 
Zeitschr. 299, 377, 1938; C. r. Soc. Biol. 129, 851, 1938. — ®& C. r. So 
Biol. 130, 840, 1939; 131, 461, 1224, 1939. 





Anti 
Peps 
in d 
in a 
vefu 
zerst 
Unte 
jung 
Bew 


Anti 


yon 

Seite 
unte 
Nerul 


der | 


Glot 
wird 
sich 

Resi: 
gerel 
einh 
inge 
Unte 
ob € 
mer 
den 

dann 
aufge 
norn 
zur | 
Aust 
und 

von 


1(+ 


Heid 


von 
land 
hung 


lurel 


Hq WM 


chen 


‘ben 
Pick 
dak 
Erst 
ene 
slich- 


men 


| aus 


ung 


yisher 


sulfat 


> 


nior® 


t fiir 


1902 
idt u 
196u 
Dies 
Diese 


SK 


die 


Proteolyse von Immunseren durch Pepsin usw. 197 


Antitoxine durch eine enzymatische Serumaufarbeitung, die auBer mit 
Pepsin auch mit Papain und Trypsin durchgefiihrt wird. Was die uns 


in der Hauptsache interessierende Pepsinproteolyse anbelangt, so wird 
in allen Abhandlungen aus jiingster Zeit in guter Ubereinstimmung 
vefunden, daB Pepsin nur bei einem pu < 4,0 die Antikérper des Serums 
zerstort, sie aber bei pu 4 bis 5 nahezu unversehrt laBt. In eigenen 
Untersuchungen gelangten wir schon vor dem Bekanntwerden der 
jimgsten Ver6ffentlichungen zu demselben Befund, der einen weiteren 
Beweis fiir die heute allgemein anerkannte Eiweif-Globulinnatur der 
Antikérper darstellt?. 

In allen bisher erschienenen Veréffentlichungen iiber die Proteolyse 
yon Immunserum befaBt man sich ausschlieBlich mit der praparativen 
Seite der Fermentwirkung mit dem Ziel, méglichst viel BallasteiweiB 
unter gréBtméglicher Schonung der Immunstoffe aus dem nativen 
Serum zu entfernen. Daneben verdient jedoch die enzymatische Spaltung 
der Serumproteine auch in analytischer Hinsicht Beachtung. 

Es ist bisher noch nicht bekannt, ob z. B. ein biologisch inaktives 
Globulin in gleicher Weise durch proteolytische Fermente angegriffen 
wird wie ein immunchemisch aktives und ob verschiedene Antikérper 
sich gegentiber proteolytischen Einfliissen durch eine verschiedenartige 
Resistenz unterscheiden. Zur Klarung dieser Fragen miiBten hoch- 
gereinigte Antikérper und ihnen nahestehende reine Proteine unter 
einheitlichen Bedingungen mit jeweils gkichen Proteinasemengen 
ingesetzt und die Spaltungsgeschwindigkeit mit Hilfe einer geeigneten 
Untersuchungstechnik ermittelt werden. Eine weitere Frage ware dann, 
ob etwa auftretende Resistenzunterschiede auf bestimmte Struktur- 
merkmale des AntikérpereiweiBes zuriickgefiihrt werden kénnen. Nach 
den bisherigen Erfahrungen miiBte mit einer verzégerten Aufspaltung 
dann zu rechnen sein, wenn das Antikérperprotein von Aminosiéuren 
aufgebaut wird, die sich in ihrem optischen Charakter von den am Aufbau 
normaler Serumglobuline beteiligten unterscheiden. Allerdings liegen 
zur Zeit noch keine Anhaltspunkte vor, daB ein ImmuneiweiB in dem 
AusmaBe von unnatiirlichen d-Aminosauren durchsetzt ist, wie es Kégl 
und Eraleben2 fiir TumoreiweiB nachweisen konnten. Untersuchungen 
von Coghill’ an Scharlachantitoxin ergaben, daB nur optisch reine 
!(+)-Glutaminsaéure aus dem nach Foreman4 aufgearbeiteten Saure- 


' M. Heidelberger, K.O. Pedersen u. A. Tiselius, Nature 138, 165, 1936; 
Heidelberger u. Pedersen, J. of exper. Med. 65, 393, 1937. 2 Zeitsehr. 
t, physiol. Chem. 258, 57, 1939; 261, 141, 154, 1939; 263, 107, 1940; vgl. auch 
A.C. Chibnall, M. W. Rees, G. R. Fristram u. E.F. Williams, Nature (London) 
144, 7k 1939: S. Graff, a: of biol. Chem. 130, 13, 1939: C. Dittmar, Zeitschr. 
f. Krebsforschung 49, 317, 1939. — 3 Science (New York) 89%, 535, 1939. 
‘ Biochem. J. 8, 463, 1914. 
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hydrolysat zu erhalten war. Auch aus Diphtheriebazillen kon}, 
Chargaff! nur die natiirliche Form der Glutaminsaure isolieren. 

Es erschien uns ratsam, zunachst die peptische Spa!tung von nich; 
gereinigten, d.h. ,nativen** Tierseren zu untersuchen und zu _ priife; 
ob die Anwesenheit von Immunstoffen bereits im natiirlichen Verba 
mit den iibrigen Serumbestandteilen eine Anderung der proteolytische: 
Spaltbarkeit hervorruft. Zur Untersuchung gelangten in der Haup: 
sache Immunseren vom Pferd, und zwar von antitoxischen Seren 
Diphtherie-, Tetanus- und Perfringens-, von antibakteriellen: Pneuno 
kokken-, Streptokokken- und Rotlaufserum, ferner einige Rinder- wn 
Hammelseren, die saimtlich von der Marburger Serumproduktion: 
routinemabig hergestellt worden waren. Zur Kontrolle wurden norma 
Seren derselben Tierarten der peptischen Proteolyse unterworfen. ||; 
Verdauungsansitze wurden auf px 4,5 eingestellt. 

Der Verlauf der Spaltungen wurde nach Rona und Kleinmann® bz. 
Kleinmann und Werr! durch nephelometrische Bestimmung des unverdautet 
EiweiBanteils nach Zusatz von Sulfosalicylséure verfolgt. Als Triibung: 
messer diente ein ,,Leifo‘‘-Photometer der Firma Leitz, Wetzlar. Wie w 
uns an Hand von ,,Modellspaltungen“ iiberzeugen konnten, bestand bei de: 
von uns eingehaltenen Konzentrationen zwischen beobachteter Triibungs 
abnahme und der jeweiligen EiweiBabnahme fiir alle untersuchten Sere: 
der verschiedenen Tierarten dasselbe Proportionalitatsverhaltnis. Die Aut 
stellung einer dieses Abhangigkeitsverhaltnis darstellenden Kurve ermog 
lichte es, den Verlauf unserer Proteolysen einheitlich in °,-EiweiBspaltung 
auszudriicken. Da wir nur optisch klare Seren, die simtlich 15 Minuten by 
3000 Touren zentrifugiert wurden, zur Untersuchung brachten, ergaber 
sich nur relativ geringe Schwankungen des Ausgangstriibwertes. Hin 
gewisse Unsicherheit trat bei der Messung von Triibungsénderungen in 
Bereiche der héchsten Eiwei®konzentrationen und auch bei der Ermittlung 
schon geringer Triibungswerte auf. Es war daher nétig, die Anfangskonze1 
tration des SerumeiweiBes so zu wahlen, daB die bei der Spaltung aut 
tretende Triibungsabnahme in ein Bereich mit hinlanglicher MeBgenauigke 
fiel. Wir fanden bei einer Ausgangskonzentration von 2mg_ Substrat 
eiweiB in 5ecem die giinstigsten MeBverhaltnisse und legten daher dics 
Konzentration allen unseren Untersuchungen zugrunde. 

Die erforderliche Bestimmung des Eiwei®Bgehalts der Seren geschah mit 
Hilfe der Makro-Kjeldahl-Methode, und zwar wurde der Eiwei-N 
Differenz des Gesamt-N und des mit Trichloressigsaure nicht fallbare: 
,.Rest-N** mit dem Umrechnungsfaktor 6,25 multipliziert. 


t 


Tabelle I. Serumverdiinnungsreihe mit Veronalpuffer von py 4.5 





II Il I\ V Vi Vil Vill IX 


3,6 3,0 2,5 2,0 1,5 10 0,5 cem entsprechend 
1,78 | 1,56 | 1,83 | 1,11 | 0,89 | 0,67 0,45 | 0,22 mg Eiweif 


1 J. of Biol. Chem. 130, 29, 1939. — ? Leiter Dr. A. Demmitz 
3 Diese Zeitschr. 140, 478, 1923. — * Diese Zeitschr. 241, 108, 1931; weite: 
Literaturangaben siehe B. J. Krijgsman, Ergebn. Enzymforsch. 5, 348, 1936 
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Das verwandte Pepsin war Pepsinum pulvis 1: 10000 und wurde y.; 
der Firma Witte, Rostock, bezogen. Es zeigte sich, daB es inden angewanilte 
Konzentrationen die Serumtriibwerte nicht beeinfluBte. Ebenso hatter ¢j 
bei der Proteolyse entstandenen Spaltprodukte keinen EinfluB aut de 
Triibungsgrad der nicht gespaltenen EiweiBreste. Der bei den Versuchey 
benutzte Veronalpuffer! iibte eine stabilisierende Wirkung auf die Salicy| 
sduretriibungen aus, der zufolge sich die Nephelometerwerte innerhalh oN 
30 bis 60 Minuten nicht veranderten. Es konnten daher alle Ablesungey 
mehrmals kontrolliert werden. Eine Fermentnachwirkung konnte nach dey 
Zusatz der Sulfosalicylsiure nicht beobachtet werden. Die Eichung de; 
Triibwerte erfolgte unter weitgehender Anlehnung an die Technik voy 
Kleinmann und Werr®. Es wurden 20,5 cem der mit physiol. NaCl-Lésung 
auf 0,1°%, Eiwei®B verdiinnten Seren mit 5 cem Veronalpuffer (9,714 ¢ 
Natriumacetat, 3H,O und 14,714g Veronalnatrium in 500 cem), 11.5 cen 
n/10 HCL und 9cem H,O versetzt und den so erhaltenen Serumsubstrat 
verdiinnungen die in Tabelle I angefiihrten Mengen entnommen. 


Zur Auffiillung auf gleiche Volumina (4,5 cem) wurde eine Mischung 
von 20,5cem H,Q, 5cem Veronalpuffer, 9,5¢em n/10 HCl und 11 cem H,0 
benutzt. Die Sa&uremengen wurden derart gewahit, da®B die Substrat 
verdiinnungen ein py von 4,5 hatten. Jede der Verdiinnungsproben erhie|t 
nun noch die in den Spaltungsansatzen benutzte Menge von 0,3 mg Pepsi 
in 0,6cem H,O. Unmittelbar hierauf wurden die Proben mit weitere: 
10 cem H,O und mit 4 ccm einer 20°, igen Sulfosalicylsiurelésung versetz1 
Die Messung der Triibungen erfolgte innerhalb von 30 bis 60 Minuten dure} 
Winkelablesung im ,,Leifo‘S bei vorgeschaltetem Filter 60. AnschlieBend 
wurden die Abnahmen der gemessenen Triibungen berechnet, wobei 
Ausgangstriibung der fiir 2mg SerumeiweifS gefundene Wert zugrunc 
gelegt wurde. In Tabelle IT sind fiir eine Reihe besonders charakteristischer 
Serumtypen die ermittelten Triibungsabnahmen den entsprechenden Eiweih 
abnahmen gegeniibergestellt. 


Das den verschiedenen Seren kurz vor dem Zusatz der Sulfosalicylsiure 


zugefiigte Ferment hatte keinen EinfluB auf das Ausma® der entstandenen 
Triibungen, wie aus folgendem Beispiel hervorgeht. 


Tabelle III. EinfluB von Pepsin auf die Triibwerte von Serum. 
verdiinnungen bei px 4,5. 





Diphtherie-Pferdeserum, Mischung 465 Il lit) IV Vv VI | VII | Vill 


Winkelwert mit 0,3 mg Pepsin .... 43 40,037,5 34,0 30,0 27,5 23,0 18,5 12 
l 


9 
) 


*» ohne Pepsin 43 40,5 37,0 34,0 30,5 28,0 23,0 18,0 


Die Zusammenstellung der Tabelle II zeigt, daB die gemessenen 
Triibwerte dem jeweiligen EiweiBgehalt der verschiedenen Seren nicht 
direkt proportional sind. Es bestiatigt sich somit die bereits von 
K. Plétner® bei pathologischen Menschenseren gemachte Beobachtung, 
daB der Sulfosalicylsiuretriibwert mit dem EiweiBgehalt nicht tiberein- 
stimmt. 


1 Michaelis, diese Zeitschr. 234, 139, 1931. — 2 Diese Zeitschr. 241, 
118, 1931. — 3 Diese Zeitschr. 286, 135, 1936. 
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Andererseits geht aber aus der Tabelle hervor, daB zwischen 
Tribungsabnahme und Eiweifabnahme bei allen untersuchten Seren 
eine beachtliche Ubereinstimmung besteht. Die Unterschiede zwischen 
den gréBten und den kleinsten gefundenen Triibungsabnahmen_ be- 
tragen 1,5 bis 3°, in Spalte VII allerdings 5,3°,. Die relativen Ab- 
weichungen sind in den ersten Spalten am gréBten, was auf die er- 
wahnten MeBungenauigkeiten bei der Ermittlung héherer Triibwerte 
zuriickzufithren ist. Beriicksichtigt man jedoch, daB in der Ubersicht 
nicht reine Proteine, sondern rohe und ganz verschiedenartig zusammen- 


gesetzte eiweiBhaltige Natur- 





produkte miteinander verglichen 4 
wurden, so ist das gefundene Ab- 
hingigkeitsverhaltnis zwischen 
EiweiB- und Triibungsabnahmen 

als auffallend konstant zu _be- 
zeichnen. In Abb. 1 haben wir 

die Mittelwerte der gefundenen 
Prozentzahlen graphisch dar- 
gestellt. Die erhaltene Kurve 
unterscheidet sich durch ihre 
Kriimmung von den von Klein- 
mann und Mitarbeitern gefun- 
denen Bezugslinien fiir Casein, 
Gelatine und Edestin. Sie ge- 
stattet fiir alle gefundenen Trii- 
bungsa bnahmen die entsprechen- 

den Eiwei8abnahmen abzulesen. Wir waren somit in der Lage, den 
Verlauf von Serumproteolysen in °,, EiweiBabnahme einheitlich wieder- 
zugeben, wobei wir nur zu beriicksichtigen hatten, da& EiweiBabnahmen 
von weniger als etwa 5°, innerhalb der Fehlerbreite liegen. 











0 0 0 YW 3 6 MW 8 % 
Triibungsabnahme 


Abb. 1. Eiwei8-Triibungskurve. 


Tabelle IV. Einflu8 von Spaltprodukten auf die Sulfosalicy}- 
siurewerte. 





II lit IV y | VI | VIE | Vil IX 


Diphtherie-Pferdeserum, 

Mischung 465 4,5 4,0; 3,5; 3,0 2,5) 2,0, 1,5 1,0 0,5ccm 
Dasselbe nach vollstandiger Pro- 

teolyse 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 45 ,, 
Neph. Ablesung 41,0 38,0 35,5 32.0 29,0 25,0 21,0 17,0 11,5° 
Triibungsabnahme 0 7,3 13,4 22,0 29,3 39,0 48,8/58,5 71,8 °% 


: oe Mischungsreihe aus gespaltenen und unge- 
Normales Pferdeserum 3606... © = 5 
spaltenen Anteilen wie zuvor. 


Neph. Ablesung.............. 47,0 44,0 40,5'37,0 33,0 27,7 23,0 18,7/13,0° 
Triibungsabnahme 0 6,4 13,8 21,2 29,8 41,0 51,0 60,1 72,4 °% 
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Tabelle V. 





EinfluB des py auf die Triibwerte von Serumverdiinnungey — 
ohne Pepsin. PH 
Vv | VI vitjvin ix 13 
: $3 
a) Normales Pferdeserum, Pferd Nr. 3612, wie bei Tabelle I 4,5 
mit Veronalpuffer verdiinnt. 4,9 
4, 
FiweiBabnahme 0 |11,2/22,3/33,4/44,5'55,6|66,7.77,8 83,90. Je. 
Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 47 44,0 40,0 36,0 32,7 29,5 25,2 20,0 13,3 -"s 
Triibungsabnahme 6,4 14,9 23,4 30,4 37,2 46, 3 se 75 
Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 47 44,2/40,0 36,0 33,0 /29,7 25,3 2( a § 
Triibungsabnahme ) 6,0 14,9 23,4 29,8 36,8 46,2 57 5 3 75 
Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° 47 44,0 40,3 36,0 32,9 29,2 24,8 20,0 13, 7.5 
Tribungsabnahme 6,4 14,3 23,4 30,0 37,9'47,2 57,5 723 o 
Ausgangs-Neph.-Ablesung .... | 43 40,0 37,0.34,0 30,6 26,7 23,2 18,5 12,5' 
[ Triibungsabnahme 0 7,0 14,0/21,0 29,8 37,9 46,0 57,0 71,0 o, 
2,5 Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° | 44 41,0 38,0 35,0/31,3 27,5 23,5 18,5 12,5 
2.5 Triibungsabnahme 0 6,8 13,6 20,4 28,9 37,6 46,6 58,0 71,5 °, 
2,5 Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° 44 41,2 38,0 34,8 31,0 27,5 23.0 18,0 12,0 
2,5 Triibungsabnahme 0 6,4.13,6 20,9 29,6 37,6.47,7 59,1 72,6 °, 
4.5 Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 43 40,0 36,8 34.0/30,2 27,0 22,0 2,5 1 
4,5 Tribungsabnahme 0 7,0 14,4'21,0 29,8 37,2 48,7 { 0! <palty 
4,5 Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 43 40,0 37,0 33,7 30,0 27,0 22,5 ‘¢ 2.5 eiweil 
4,5 Triibungsabnahme ......... 0 7,0 14,0 21,6'30,2 37,2!47,7 57,6 71,0 °, vollst 
4.5  Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° | 43 40,0 37,0'34,0 30,0 27,0 22,5 18,0 12,5 90 cc: 
4.5 Triibungsabnahme 0 7,0,13,7/21,0 30,2 37,2)46,5 58,6 70,2 °, i i 
‘én 
7,5 | Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 43 40,0 37,0.34,0 30,5 27,0 22,5 18,0 12.5 4) St 
7.5 Triibungsabnahme 0 7,0 14,0/21,0)29,1 37,2'47,7 58,0 71,0 ' wurd 
7,5 Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 43 40,0 37,2 33,8 30,7 26,7/22,9 17,8 12,0 Sass 
7,5 Triibungsabnahme 0 7,0 13,5/21,4 28,6 37,9 46,8 58,6 72.0 °, ie 
7,5) Neph. Abl-sung nach 24 Std. 37° 43 40,0 36,8 34,0 30,5 26,9 22,5 17,8 12,: os 
7,5 Triibungsabnahme 0 7,0 14,4'21,0 29,1 37, 5147.7 58,6 71 0° I 
Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 43 40,0 37,0/33,8 31,0 26,7 23,0 18,5 12,8" label 
Triibungsabnahme 0 7,0 14,0 21,4'27,9 37,9 46,5 57,0 70,2 ilussu 
Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 43 40,1 37,0 34,0 30,2 27,2'23,0 18,0 12,7 ziehu 
Triibungsabnahme 0 6,7 14,0 21,0 29,8 36,8 46,5 58,0 70,5 ° antite 
Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° | 43 40,0 36.7 33,7 30,5 26,5 23,0 17,8 12,2 I 
Triibungsabnahme )  7,0.14,7 21,6 29,1 38,4 46,5 58,6 71,7 °, saure! 
bis 2. 
b) Diphtherie-Pferdeserum, Mischung 465. 400 Antitoxineinheiten (AE.). pu 4,! 
EiweiBabnahme 0 11,2/22,3 33,4 44.5'55,6 66,7/77,8 88,9 °, a 
Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 44 40,0 37,0 34,0 30,0 26,5 22,5 18,0 11,5 baie 
Triibungsabnahme 0 9,1 15,9 22,8 31,8 39,8 48,8 59,0 74,0 °, ‘: ae 
Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 44 41,0 38,0 34,2 30,5 27,3 23,0 18,0 12.0° pee 
Triibungsabnahme ) 6,8 13,6 22,2'30,6 38.0.47,7 59.0 72, Tabel 
Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° 40,5 38,0 35,0:31,2 27,7 23,5 18,8 12'8 verset 
Triibungsabnahme 7,9 13,6 20,4 29,0 37,0 46,6 57,2 70,8 °,, gereck 
Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 43 40,037,0 34,0 30,5 27,0 23,0 18,5 12.5 Kathe 
Triibungsabnahme 7,0 14,0 21,0 29,0 37,0 46,5 57.0 71,0 °,, erschi 
Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 41,5 38,2 34,2 31,0 27,5 23,2 18,2 12,5 konze: 
Triibungsabnahme 5,7 13,2)'22,2 29,6 37,6 47,2:58,5 71.5 °, protei 


Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° 41,5 37,6 34,8 31,5 28,0 23,7:19,0 12.5 
Triibungsabnahme 5.7 14.5 20,9 28,4 36,4 46,2 56,7 71,3 ° 
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Tabelle V (Bortsetzung). 





VI Vil Vili IX 


Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 43 40,0)37,5)34,0/30,0 27,5 23,0 18,5 12,09 
Triibungsabnahme 0 6,7 14,2 20,0' 29,5 37,4 46,5 57.5 71,0 ° 

Neph. Ablesung nach 2Std. 37° 44 41,0/37,7 34,5 30,5 27,0 23,5 18,0 12, 10" 
Triibungsabnahme 0 6,8)14,3 21,6/30,6 39,6 46,6 59,0 72,5 % 

Neph. Ablesung nach 24 Std. : 44 41,0 38,0 34,5 a P 27,0 23,0 18,0 12,0° 
Triibungsabnahme 0 6,8'13,6 21,6 29,6 39,6 47,7 59,0 72,5 ° 


Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 44 40,5/38,0 35,0 31,5 27,5 22,8 17,8 11,8° 
Tribungsabnahme 0 7,9/13,6 20,4'28,4 37,6 48,2 59,5 73,2 % 

Neph. Ablesung nach 2 Std. : 44 40,5 37,5 35,0 31,0 26,5 i 18,3 12 10) 
Triibungsabnahme 0 7,9 14,8 20,4'29,6 39,8 47,0 58,4 72,5 9, 

Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° | 44 41,038,2 34,8 31,5 28,0 23,0 18,3 12,0° 
Tribungsabnahme ......... 0 6,8)13,2 20,8 28,4 36,4 47,7 58,4 72,5 %, 


Ausgangs-Neph.-Ablesung .... 44 42,0/38,0 35,0 31,0 27,2 23,0 18,0 12,1° 
Triibungsabnahme ; 0 4,613,6 20,4 29,6 38,2 2'47,8 59,0 72,5 °, 

Neph. Ablesung nach 2 Std. 37° 44 41,0/38,0 35,1 30,7 27,6 23,0 18,6 12,0° 
Tribungsabnahme 0 6.8)13,6 20,0 30,0 37,3 47,8 57,7 72,5 % 

Neph. Ablesung nach 24 Std. 37° 44 41,0 38,2 35.0'31,5 28,0/24,0 18,2 12,9° 
Triibungsabnahme . 6,8 13,2 20,4 28,4 36,4/45,5 58,5 70,6 % 


Um den EinfluB8 der bei der Pepsinverdauung entstandenen Eiweib- 
-paltprodukte auf die Salicylsiuretritbungen des nicht verdauten Serum- 
eiweiBes zu ermitteln, wurden ein Diphtherie- und em Normalserum einer 
vollstandigen Durchspaltung bei py 1,8 unterzogen. Hierzu wurden die aus 


20 cem 0,1 °,iger SerumeiweiBlosung, 5 cem Veronalpuffer, 21 cemn/10 HCI, 
leem H,O und 38cem 1°,iger Pepsinlésung bestehenden Spaltansatze 
40 Stunden unter Toluol auf 37° erwarmt. Die erhaltenen ,,Abbaulésungen* 
wurden mit 0,1 ceem 1n NaOH auf py 4.5 gebracht und zur Auffiillung der 
Serumverdiinnungen nach Tabelle I benutzt. Die Fallungen mit Sulfo- 
-alicylsiure und Triibungsmessungen erfolgten wie friiher. 

Beim Vergleich der Triibungsabnahmen der Tabelle 1V mit denen der 
Tabelle II ergibt sich eine sehr weitgehende Ubereinstimmung. Eine Beein- 
flussung der zwischen EiweifB- und Triibungsabnahme gefundenen Be- 
ziehung findet also weder durch Spaltprodukte eines normalen noch eines 
antitoxischen Serums statt. 

Da im Laufe der Untersuchung Vergleichsspaltungen auch bei starker 
saurer Reaktion als py 4,5, z. B. beim py-Optimum des Pepsins (py 1,8 
bis 2,0) vorgenommen wurden, mubte noch gepriift werden, ob die bei 
pu 4,5 zwischen EiweiBabnahme und Triibungsabnahme gefundene Be- 
ziehung auch dann Giiltigkeit hat, wenn die SerumeiweiBkérper vor dem 
Versetzen mit Sulfosalicylsiure der Einwirkung von Séurekonzentrationen 
ausgesetzt wurden, bei denen sie sich in sogenannte Acidalbuminate zu ver- 
wandeln pflegen. Es wurden daher Verdiinnungsreihen von Seren nach 
Tabelle I statt mit 9,5 cem, mit 21 cemn/10 HCl und mit 15,5 eemn/10 HC! 
versetzt, wodurch sich py-Werte von 1,8 und 2,5 ergaben. Da ferner damit 
gerechnet werden mute, daB im Serum etwa vorhandene Proteinasen 
Kathepsin und Trypsin die Ergebnisse der Pepsinspaltung beeinflussen, 
erschien es ratsam, diese Versuchsreihe auch auf solche Wasserstoffionen- 
konzentrationen auszudehnen, bei denen sich die natiirlichen Serum- 
proteinasen auszuwirken pflegen'. Wir priiften daher dieselben Verdiin- 


1 Vgl. Kleinmann u. Scharr, diese Zeitschr. 252, 145, 1932. 
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nungsreihen der Seren noch bei py 4:5 (l0cem n/10 HCl), bei py 7.5 (4, 
n/10 HCl) und bei py 9,0 (Ocem n/10 HCl) auf eine durch Eigenspaltw 
verursachte Verschiebung der Ausgangstriibungen. Die Kontrollmess 
erfolgten nach 2- und 24stiindigem Erwarmen auf 37°. Zur Vermeiduy 
bakterieller Zersetzungen wurden die Verdiinnungsproben mit Toluol jibe; 
schichtet. 





Aus den beiden vorstehenden Tabellen ist ersichtlich, da sowo) 
bei normalem wie bei Diphtherie-Pferdeserum die vorhandenen Fivwei) 
kérper sich gegeniiber Anderungen des py im Bereich von py 1.8 bis 44) 
als resistent erwiesen. Selbst eine 24stiindige Einwirkung einer ay; 


, Ld P. ‘ ss . e ‘ ‘ . o* 
pu 1,8 gepufferten Salzsiure ruft keine ins Gewicht fallende Anderuny 


der Triibwerte in den Verdiinnungsreihen von Normal- und Immuy 
seren hervor, obwoh! bei so stark saurer Reaktion mit erhebliche 
, physikalischen** Veraénderungen der Proteinmolekiile gerechnet werde: 
mute. Offenbar werden aber solche Veranderungen, bei denen es 
nicht zu einer hydrolytischen Spaltung, sondern nur zu einer Verschie 
bung des Ladungszustandes und des Dispersitatsgrades der Eiwei( 
teilchen kommt, durch die nachfolgende Ausfallung mit Sulfosalic) 
sdure nicht erfaBt. Ferner zeigt die obige Zusammenstellung aber auc!) 
daB Serumproteinasen bei den verschiedenen px-Stufen auch unter 
den Bedingungen einer 24stiindigen Autolyse bei 37° nirgends in Er. 
scheinung treten. Die registrierten Triibungsabnahmen sind _allei 
durch die jeweiligen EiweiBkonzentrationen bedingt. Das zuvor ve. 
fundene Abhangigkeitsverhaltnis zwischen EiweiB- und Triibungs 
abnahme erleidet durch die vorgenommenen pu-Verschiebungen un 
die Einwirkung einer auf 37° erhéhten Temperatur praktisch keine Ver- 
anderung. Das in den nachfolgenden Versuchen benutzte Pepsin wird 
selbst in den héchsten Konzentrationen, in denen es in unseren Ver 
suchen zur Anwendung kommt, bei keinem zwischen 1,8 und 9,0 liegende: 
pu-Wert durch Sulfosalicylsaure auch nur geringfiigig getriibt. 

Nach diesen Vorversuchen waren wir in der Lage, die Spaltung native: 
Seren durch Pepsin in einem weiten py-Bereich mit der geschilderten Me! 
technik einwandfrei zu verfolgen. Wir untersuchten zunachst ein normale- 
Pferdeserum und zwei Diphtherie-Pferdeseren, die sich durch ihren Anti wurde 
toxingehalt betrachtlich voneinander unterschieden. Die angewandt: wie b 
Pepsinmenge betrug in diesem Falle gleichmaBig 0,1 mg fiir 2mg Serum § fiir di 
eiweiB. In einer Reihe von 10 Glaszylindern wurden wie zuvor je 20,5 ccm @ Kurv 
einer mit physiol. NaCl-Lésung auf 0,1°, EiweiB eingestellten Serun ] 
verdiinnung mit je 5 ecm Veronalpuffer und den in der Tabelle angefiihrter Dinh 
HCl-Mengen versetzt und mit Wasser auf 46 cem aufgefiillt. 10 cem eine- I 
jeden Ansatzes wurden entnommen und in einem Anteil von 4,5 ccm di 
Ausgangstriibung nach Zusatz von 10,5cem H,O und 4cem 20°, 1ge! kann 
Sulfosalicylsiurelésung ermittelt, wahrend in dem verbleibenden Ant: einge 
von 6,5 ecm das py elektrometrisch gemessen wurde. Der Rest der Ansatz in Bh 
wurde im Wasserbad auf 37° vorgewaérmt und mit einer Auflésung vo! 
1 mg Pepsin in 4 cem H,O versetzt. Nach 15 Minuten und nach 30 Minute 
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Tabelle VI. py-Abhangigkeit der Spaltung. 





j Ausgangs- Triibwert EiweiB- Triibwert EiweiB- 
PH triibwert nach 15 Min. spaltung nach 30 Min. spaltung 


a) Normales Pferdeserum. Pferd Nr. 2508. EiweiB 5,24 %. 


3cem nHCl 1,50 45,0° 13,0° 88,5 % 11,0° 910% 
0 , n10,, 2.0 44.0 11,0 91,0 9,0 92,5 
15,5, n/10 2,5 42,0 12,0 89,0 10,0 91,0 
14,0,, n/10 , : 42,0 18,0 77,0 16,5 80,5 
10.5,. n/10 42,0 35,0 28,0 33,5 33,0 
8,0,, n/10 42,0 42,0 0 41,0 4,5 
6,5,, n/10 42,0 42,0 42,0 0 
40,, n/10 43,0 43,0 : 43,0 0 
95,, n/10 43,0 43,0 43,0 0 
0.5,, n/10 45,0 43,0 As) 43,0 


b) Diphtherie-Pferdeserum. Pferd Nr. 2601. EiweiB 7,96 %. 
400 Antitoxineinheiten in 1 ccm. 


3cem n HCl 1,60 38,0 19,0 70,0 12,0 
1 REO. 2,10 38,0 15,0 80,5 10,0 
16, n/l0 ,, 2,50 38,0 18,0 73,0 14,0 
5 n/10 ,, 3,00 38.0 | 24,0 55,0 21,5 
» 0/10 ,, 4,00 38,0 | 36,0 9,5 34,0 

, n/10 ,, 4,90 38,0 37,0 4,5 37,0 

» 0/10 ,, 6,25 37,0 37,0 0 37,0 
n/10 ,, 7,30 38,0 38,0 0 38,0 

n/10 ,, 8,20 39,0 37,0 8,5 37,0 

n/10 ,, 9,20 39,0 38,0 4,5 38,0 


c) Diphtherie-Pferdeserum. Pferd Nr. 2990. EiweiB 8,25 %. 
1100 Antitoxineinheiten in 1 ccm. 
3cem n HCl 1,60 38.0 16,0 78,0 10.0 | 90,2 
21 oO 1,90 38,0 12.5 87,0 7,0 100.0 
16 ,, n/10 ,, 2,50 38,0 15,0 80,5 12,0 87,5 
wa. «, 3,00 38,0 18,0 73,0 16,0 78,0 


21H Ory y0 
DO ore 09 SOO 


3 , n/10,, 4,00 38,0 35,0 13,5 33,0 
5,, n/10 ,, 4,90 38.0 37,0 4.5 37,0 
n/10 ,, 6,20 37,0 37,0 37,0 
5,5,, n/10 ,, 7,30 38,0 38,0 : 38,0 
~ B10 ,, 8,00 39,0 38,0 5 38,0 
n/10 ,, || 9,00 39,0 38,0 5 38,0 


wurden in jedesmal 4,5 ccm das Fortschreiten der Spaltung gepriift, wobei 
wie bei der Ermittlung der Ausgangstriibungen verfahren wurde. Die Werte 
fiir die KiweiBabnahmen wurden unter Benutzung der in Abb. | dargestellten 
Kurve ermittelt. 


Die Kurven veranschaulichen ein bei normalem Pferdeserum und 
Diphtherieseren etwa bei px 2,0 liegendes Spaltungsoptimum. Der 


bei px 8 bis 9 auftretende geringfiigige Anstieg der Spaltungskurven 


kann nicht einer in den Seren vorhandenen oder durch das Ferment 
eingeschleppten Tryptase zugeschrieben werden, weil die bei pu 8 bis 9 
in Erscheinung tretenden Schwankungen insbesondere der Ausgangs- 
tribungen innerhalb der MeBfehler liegen. Besonders interessiert hier, 
Biochemische Zeitschrift Band 305. 14 








206 H. E. Schultze: 


daB die Spaltung der Immunseren bei allen px-Werten hinter der des 
Normalserums zurtickbleibt. Allerdings liuft die Verminderung der 
Spaltungsgeschwindigkeit dem Antitoxintiter der Immunseren_ nicht 
parallel, denn das Diphtherieserum mit 1100 AE. im cem wird etwas 
starker gespalten als das mit nur 400 AE. im ccm. Von besonderer [e- 





deutung erscheint uns die Tatsache, da Unterschiede im Spaltungs. 
grad verschiedener Seren bei dem optimalen py des Pepsins viel weniger 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2 und 3. py-Aktivitiitskurven von Pepsin bei normalem Pferdeserum, Pferd Nr. 2508, 
Diphtherieserum, Pierd Nr. 2990, 1100 AE. und Diphtherieserum, Pferd Nr. 2601, 400 AE.: 
Spaltungszeit 15, Abb. 2 und 30 Minuten, Abb. 3. 


deutlich in Erscheinung treten als bei py 4,5. Dieser fiir unsere weiteren 
Untersuchungen richtunggebende Befund soll zunachst durch einiye seh 
Beispiele erhartet werden. Gleichzeitig soll in dieser Versuchsserie er- be 
mittelt werden, zu welchem Zeitpunkt und mit welchen Ferment- eral 
konzentrationen die Unterschiede der Spaltbarkeit verschiedener Seren Fer 
am deutlichsten in Erscheinung treten. ras 

Es wurde in derselben Weise verfahren wie bei der Ermittlung des ops 
pu-Optimums. Als Substrat diente wiederum ein normales Pferdeserun §& mel 
und ein Diphtherie-Pferdeserum. Beide Seren wurden einmal bei py |.8 Het 
untersucht, wobei eine Fermentmenge von 0,01 mg Pepsin fiir 2 mg Serum fast 
eiweiB benutzt wurde. Die Vergleichspriifung erfolgte bei py 4,5 mit 0,8 mg hak 
Pepsin fiir die gleiche EiweiSmenge. Das Fortschreiten der Proteolyse é 
wurde nach 30, 60 und 120 Minuten gemessen. pa 

Auch aus den Zeit-Umsatzkurven ist ersichtlich, da& Unterschiede pag 
in der Spaltbarkeit zwischen normalem Serum und Immunserum bei 


pu 4,5 viel starker zutage treten als bei pu 1,8. Allerdings benétigt man 
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Tabelle VII. Vergleichsspaltungen bei py 1,8 und 4,5. 





Ei Pepsin Spaltungszeit 


wig (ur 2mg 
weiB EiweiB PH 30’ 60" 120' 


Normales Pferde- 7,09 001mg 1,8 Neph. Ablesung 47 32,5 26,0 18,0° 
serum 3612 EiweiBabnahme 47,5 64,5 81,5 % 


Diphtherieserum, 8,13,0,01 , 1,8 Neph. Ablesung 27,0 21,5 15,0° 
Pferd Nr. 2952. 600 AE. EiweiBabnahme 33,5 55,0 76,0 °% 
Normales Pferde- 7,09 0,3 ., 4,5 Neph. Ablesung 30,0 27,0 25,0° 

serum 3612 EiweiBabnahme 46,5 55,5 61,0 % 
Diphtherieserum, 8,13 0,3 ,, 4,5 Neph. Ablesung 29,0 28,0 26,0° 
Pferd Nr. 2952. 600 AF. EiweiBabnahme 24,5 29,0 38,0 % 
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Abb. 4. Vergleichsspaltung bei py 1,8 --— und pH 4,5 ——— von Diphtherie- 
Pferdeserum 2952 und Normal-Pferdeserum 3612. 


sehr hohe Fermentkonzentrationen, um bei der schwach sauren Reaktion 
von pu 4,5 bereits nach wenigen Stunden einen merklichen Umsatz zu 
erzielen. Wie das obige Beispiel zeigt, geniigt bei diesem pu die 30fache 
Fermentmenge noch nicht, den bei pu — 1,8 erfolgenden Umsatz zu 
erreichen. Besondere Beachtung verdient die Tatsache, dab die 
Spaltungskurven bei px 4,5 mit zunehmender Spaltungszeit immer 
mehr hinter denen bei 1,8 zuriickbleiben. Wir werden uns mit den 
Hemmungserscheinungen bei pu 4,5, die nach einiger Zeit zu einem 
fast vélligen Stillstand der Proteolyse fiihren, noch naher zu befassen 
haben. Es laBt sich jedoch schon jetzt aus den starken Abweichungen 
zwischen dem Spaltungsverlauf eines normalen und eines antitoxischen 
Serums entnehmen, daB es in erster Linie Einfliisse des Substrats sind, 
die das AusmaB einer Proteolysehemmung bei py 4,5 bestimmen. Es 


fragt sich noch, ob bei weiterer Erhéhung der Fermentmengen die 


14* 
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Unterschiede im Spaltungsverlauf verschiedener Seren noch deutlichey 
zutage treten. 






Wir haben daher in einer neuen Versuchsreihe die in den vorhergehendey, 
Spaltungen benutzte Pepsinmenge von 0,3 mg fiir 2 mg Serumeiweil} ay 
1,2 mg fiir 2 mg EiweiB erhéht und wie friiher den Spaltungsverlauf cine. 
Normalserums und eines Diphtherieserums mit der nephelometriscle: 
MeStechnik verfolgt. 















Tabelle VIII. 









Vergleichsspaltung bei py 4,5 mit 0,3 und 1,2 mg 
Pepsin. 











Spaltungszeit 


ae ee 
weig Pepsin i 
0/5 mg 0’ 30’. 60’ =120' 94) 















Normales Pferdeserum, 7,03 | 0,3 Triibwert 37 (29,5 25,5/24,5 23.5 
Pferd Nr. 3611 EiweiBabnahme 0 44,5 48,0/51,5 54,00 

Dasselbe 7,03 | 1,2 Triibwert 41,5 26,0 25,0/24,0 23.0 
EiweiBabnahme 0 55,5 59,0'62.0 64.0 ' 


















Diphtherieserum, 8,01 | 0,3 Triibwert 42,0'34,8/34,0 33,0 32,3 






Pferd Nr. 3269. 520AE. EiweiBabnahme 0  29,032,5 35,0 36,5 ' 
Dasselbe 8,01 | 1,2 Triibwert 42,0 34,5 :30,5 30,0 28,5 






EiweiBabnahme 0 29,5 43,0 45,0 48,5 
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Abb. 5. Vergleichsspaltung normales Pferdeserum 3611 und Diphtherie-Pferdeserum 2269 
(520 AE.) bei Px 4,5 mit 0,3 mg Pepsin -——— und 1,2 mg Pepsin — — - - fiir 2 mg Serumeiwei 














Es zeigt sich, daf durch Steigerung der Fermentmengen um das 
Vierfache die Spaltung der Seren bei pu 4,5 nicht wesentlich vermelirt 
wird. Die Umsatzkurven lassen erkennen, daB die die Proteolys 
hemmenden Einfliisse durch die vermehrte Fermentmenge nicht be- 
seitigt werden und daB auch die Unterschiede in der Spaltbarkeit von 
normalem und antikérperhaltigem Serum nicht vergréBert werden 

Bei den bisherigen Versuchen wurde die Substratkonzentratio! 









der Spaltungen konstant gehalten, wahrend das Verhaltnis Substrat 
/Ferment geiindert wurde. Es bleibt nun noch zu untersuchen, ob 
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bei gleichem Substrat-Fermentverhaltnis eine Anderung der Gesamt- 
konzentration der beiden Komponenten einen Einflu8 auf den Ver- 
lauf der Proteolyse ausiibt. 


Da bei einer derartigen Versuchsrichtung die Sulfosalicylsiuretriibungen 
in dem bisherigen Bereich liegen muBten, gingen wir so vor, daB wir eine 
2eihe von Spaltungsansdtzen mit der 2-, 4-, 8-, 16- und 32fachen Menge 
SerumeiweiB bei py 4,5 mit ebenfalls der 2-, 4-, 8-, 16- und 32fachen Pepsin- 
menge versetzten und nach Verdiinnen auf gleiche Volumina zu bestimmten 
Zeiten Proben von immer 2 mg Eiwei}-Ausgangsmenge den bei 37° auf- 
bewahrten Mischungen entnahmen. Die Messung des Triibungsgrades 
erfolgte dann wie bisher, nachdem die entnommenen Proben auf 5 cem mit 


ischer 


Tabelle IX. Vergleichsspaltungen bei py 4,5 mit je 0,3 mg Pepsin 
und 2mg SerumeiweiB beiverschiedenen Gesamtkonzentrationen. 





Serumverdiinnoung EiweiB a el 

: rere viwe e , . . 

Nr. or Wtenails : puffer 2 Ferment 
19 9 EiweiB mengé Pa 4.5 


0.2 ecm 2mg 1,95cem 1,0 cem 

0,4 Sy a i 

0.8 ‘ 1,35 a as 
ay 4 oe 


1,6 } SO “en- ¢ Gon 
Serumverdinnung 
4°), EiweiB 
0,8 com 32 mg : 35 ee 1,0 cem 
1,6 ) 8% R3}9 LD 


” 


Tabelle X. 





1 2 : 4 5 


a) Normales Pferdeserum, Pferd Nr. 3609. EiweiB 7,17 %. 


EiweiBkonzentration 0,04 0,08 | 0,16 | 0,32 0,64 1,28 % 
Pepsinkonzentration 0,006 0,012 | 0,024 | 0,048 0,096 0,192% 
Ausgangstriibung 32,0 | 32,0 32,0 32,0  32,0° 
Triibwert nach 30 Min... | 4 22,0 22,5 23,0 27,0 28,89 
EiweiBabnahme 6 48,0 | 46,0 | 44,0 26,5 15,0 
Tribwert nach 60 Min. .. 21,0 | 21,5 | 22,0 25,0 28,0° 
EiweiBabnahme ......... 52,5 | 50,5 | 48,0 34,0 21,5 
Triibwert nach 120 Min... | < 20,0 20,5 | 21,0 23,0 27,0° 

n das EiweiBabnahme 9, 56,5 54,0 52,0 44,0 26,0 

nehrt b) Diphtherie-Pferdeserum. Mischung 466. EiweiB 7,56%. 500 AE. 

ol vs EiweiB-Pepsinkonzentration wie zuvor. 

t be- Ausgangstriibung 38,0 35,0 35,0 35,0 35,0  38,0° 

t von Triibwert nach 30Min. .. 30,0 28,0 28,0 29,0 31,0 | 35,0° 

rden EiweiBabnahme 34,0 33,0 33,0 28,5 23,5 | 14,0 

ation Triibwert nach 60 Min. .. 29.0 27,0 27,5 28,0 29,5  34,0° 


atrat EiweiBabnahme 38,5 37,0 35,0 33,0 26,5 18,0 


ah Triibwert nach 120 Min. .. 27,0 26,0 26,5 27,5 29,0 | 33,5° 


y EiweiBabnahme 45,0 41,0 385 | 34,0 285 § 21,0 
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Wasser aufgefiillt und mit 10cem H,O und 4cem 20° iger Sulfosa 

siurelésung versetzt worden waren. Wiederum wurden die Versuche s 

mit normalem Pferdeserum wie mit Diphtherie-Pferdeserum durchgefiihr 
Beide Seren wurden fiir die starker verdiinnten Spaltansiatze auf 1°. {jj 
die konzentrierteren auf 4°, GesamteiweiB mit physiol. NaCl-Lésung ye; 
diinnt. Die Abmessungen des Ferments erfolgten aus einer 9,6°, jge, 
wiasserigen Pepsinlésung bzw. aus einer geometrischen Verdiinnungsre(|) 


derselben. 




















Spattungszeit in. Spattungszeit 
i Il 
Abb. 6. Abb. 7. 
Zeitumsatzkurven von I = Normales Pferdeserum 3609 und II = Diphtherie-Pferdeserum 
Mischung 466. 500 AE. bei konstantem EiweiB-Pepsinverhiltnis von 1. 2—0,3 mg, 2 
der 2fachen, 3. der 4fachen, 4. der &fachen, 5. der 16fachen und 6. der 32 fac} 
Gesamtkonzentration. 





Eiwe/Babnabme 
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0 
log LiweiShonzentration 
Abb. 8. Spaltungsabnahme nach 30, 60 und 120 Min. mit Ansteigen der Gesamtkonzen- 
tration von Ansiitzen mit an sich konstantem Serumeiwei-Fermentgehalt. 
= normales Pferdeserum. ——— = Diphtherie-Pferdeserum-Mischung 466. 500 AE 


Wie den verschiedenen Spaltungskurven entnommen werden kann 
bewirkt eine Erhéhung der Gesamtkonzentration der bei der Proteolys 
des Serums miteinander reagierenden Stoffe eine Hemmung des Un- 
satzes. Besonders auffallend ist aber der unterschiedliche Spaltungs- 
verlauf eines normalen Serums und eines Diphtherieserums bei den ver- 
schiedenen Verdiinnungsgraden der Spaltungsansatze. Wahrend die « 
sich bessere Spaltbarkeit des Normalserums mit steigender Konzentra- 
tion eine sehr betrichtliche Minderung erfahrt, wird die Spaltung ces 
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Diphtherieserums in viel geringerem Umfange durch Konzentrations- 


inderungen beeinfluBt. Im hoher Konzentration verschwinden die 
Unterschiede in der Spaltbarkeit der beiden Seren fast véllig. Es liegt 
nahe, diese verschiedene Abhangigkeit des Spaltungsverlaufes von der 
Verdiinnung bei zwei Seren derselben Tierart in erster Linie auf Ver- 
anderungen der Dissoziationsverhaltnisse der EiweiBk6érper zuriick- 
mifiihren. Bei einer derartigen Annahme miiBte man sich das Normal- 
serum entweder aus EiweiBkomponentensystemen ! aufgebaut vorstellen, 
die bei der Verdiinnung starker dissoziieren als die des Diphtherie- 
serums und dadurch den proteolytischen Zerfall erleichtern oder man 
miiBte umgekehrt fiir das Normalserum eine durch die Verdiinnung 
erhéhte Bereitschaft zur Bildung gréBerer Molekiile? annehmen, die 
unter Umstanden die Fermentbindung als erste Phase einer Proteolyse 
begiinstigen kénnte. Es kann ferner vermutet werden, da eine Anderung 
des Dissoziationsgrades bei der Entstehung von Serumantikérpern mit 
der bekannten Verschiebung des Albumin-Globulinverhaltnisses im 
Verlauf der Immunisierung in Zusammenhang steht. Wir werden auf 
die Auslegung der Befunde spater zuriickkommen. Hier soll zunachst 
festgehalten werden, daB die Unterschiede in der Verdaubarkeit eines 
normalen und eines antitoxischen Serums durch Pepsin bei gréBeren 
Verdiinnungen besser zutage treten als in einem konzentriert gehaltenen 
Spaltungsmilieu. 

Es ergibt sich somit, da} die von uns in Erwagung gezogene 
enzvymatische Serumanalyse nur dann zu sinnfalligen Ergebnissen fiihrt, 
wenn ganz bestimmte,.und relativ eng begrenzte Reaktionsbedingungen 
bei der Proteolyse eingehalten werden. Nachdem diese durch die Vor- 
versuche genau festgelegt wurden, waren wir nun in der Lage, die 
Methode bei den verschiedenen Normal- und Immunseren zu erproben. 

Alle Spaltungen wurden gleichmaBig mit einer Fermentmenge von 
0,3 mg Pepsin fiir 2 mg Serum-Gesamteiwei bei einem py von 4,5 durch 
gefiihrt. Es lieB sich aber nicht vermeiden, da einige Seren erst nach 
mehrtagigem Stehen im Kiihlraum bei 5° untersucht werden konnten 
Es war daher noch zu priifen, ob die Lagerung bei 5° zu einer Verschiebuny 
der Spaltbarkeit der Seren fiihrt. Wir geben nachfolgend das Ergebnis 
einiger in dieser Richtung angesetzter Versuche. Da die Seren nach langerem 
Stehen in der Kalte zum Teil geringe Triibungen aufwiesen, wurden sie vor 
dem Ansetzen samtlich 15 Minuten bei 3000 Touren durch Zentrifugieren 
geklart. Alle Spaltansatze wurden mit einer kleinen Menge Toluol versetzt. 
Die Triibwerte wurden in der friiher beschriebenen Weise ermittelt. 

Die vorstehende Ubersicht zeigt, daB eine Anderung der Spaltbar- 
keit im Verlaufe einer vierwéchentlichen Lagerung der Seren bei 5° 


1 Vel. S. P. L. Sorensen, Kolloid-Zeitschr. 53, 102, 170, 306, 1930. 
— * Vgl. The Svedberg u. K.O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, S. 357ff. 
Steinkopf, 1940. 
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nicht zu beobachten ist. 
Die in allen Beispielen 
nach dieser Zeit gefun- 
dene Zunahme der Aus- 
gangstriibungen wirkte 


26,0° 
37,5 % 
29,7° 
38,0 % 
23,59 
40,0 % 
6,0° 
43,5 % 
29,0° 
31% 


» 


28,0 
29,1 
5 
5 


32,0 
9,5 


i 
9 


i 
2 


60' 
25,0 
3, 
8, 
34,0 
29,6 
41,0 


sich auf das Ergebnis 


| 


der Spaltungen nicht 
aus. Erst nach einer 


Spaltungszeit 


5 


30° 
29.0 

4, 
34,0 
22,0 

5h 


9 
25,5 
31,5 
29.0 
32,0 
32.8 

32,5 


Lagerung von mehr als 
6 Wochen tritt eine ge- 
ringe Abnahme_ der 
Spaltbarkeit ein. 


34 
0 
39 
0 
31,5 
0 
36 
0 
10 
0 


Bei Rinderserum 
fanden wir dieselbe Kon- 
stanz der Spaltergebnisse 
nach der Lagerung bei 


5° wie bei Pferdeserum. 


Ablesung 
EiweiBabnahme 
Ablesung 
SiweiBabnahme 
eph. Ablesung 
SiweiBabnahme 
iweiBabnahme 
Ablesung 
iweiBabnahme 


Jeph. 
Neph. 


KiweiBabnahme 


Neph. Ablesung 


Neph. Ablesung 


Neph. 


Dagegen wurde bei einem 
Normal - Hammelserum 
beobachtet, daB die Spalt- 
barkeit nach mehr- 
wochentlichem Autbe- 
wahren bei 5° viel starker 
absank als bei den iibri- 
gen Seren. Die Abnahme 
der Spaltbarkeit scheint 
mit der Bildung eines 
Niederschlages bei der 
Proteolyse dieses Serums 
in Zusammenhang zu ste- 
hen, die wir sonst nie be- 
obachteten. 
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der Untersuchung 
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nach 5 Wochen 
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1,35 
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Auch in der Ver- 
suchsreihe der Tabelle X 
ist die Proteolyse der 
Diphtherieseren weit ge- 
ringer als die von Nor- 


850 ARF. 
52. 


2985 
Nr. 29 
966. 


9 


malseren. Das _ ange- 
fiihrte Tetanusserum 
zeigt dagegen eine ge- 
geniiber Normalserum 


Nr. 2985. 
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De 


Serumart 
600 AK 


Pferd 
00 A 


5 


nur mabig herabgesetzte 
Spaltbarkeit. 


Tetanus, Pferd Nr. 


Wir haben die Un- 
tersuchung nun auch 
noch auf das antitoxische 


Diphtherieserum, 
Diphtherie-Pferdeserum, Mischung 469. | 
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Pertringensserum und auf einige antibakterielle Seren, ferner auf Harn, 
und Rinderserum ausgedehnt. Die nachfolgende Tabelle gibt ein. 7 
sammenstellung der Untersuchungsergebnisse, bei der der besseren Uhersjch; 
wegen die gemessenen Triibwerte weggelassen und nur die entsprechen« 
Prozentzahlen der EiweiBabnahme angefiihrt werden. Ebenso wird \, 
einer Wiedergabe von Doppelbestimmungen abgesehen. Die Spaltung 
zeiten wurden auf 4 Stunden, in Einzelfallen auf 24 Stunden ausgedehy; 
Kontrollbestimmungen ohne Pepsin ergaben bei keinem der untersuchte 
Seren innerhalb von 24 Stunden eine Eigenspaltung. Da, wie bereits erwahn 
ein Zusammenhang zwischen proteolytischer Spaltbarkeit und dem Album) 
Globulinverhaltnis vermutet wurde, sind in der Tabelle auch die Album) 
gehalte der Seren angefiihrt. Zu ihrer Ermittlung bedienten wir uns «de 
Methode von Howe!. SchlieBlich muBte damit gerechnet werden, «a 
die in den Seren vorhandenen Lipoidbestandteile den Spaltungsverlay: 
hemmend beeinflussen?. Wir fiihren daher in einer besonderen Spalt, 
auch noch die Gehaltszahlen fiir Cholesterin an, die wir nach dem bekannte 
Verfahren von Bloor’ ermittelten. Ferner enthalt die Tabelle Angaben jibe) 
den GesamteiweiB- und ,,Rest-N‘‘-Gehalt. 


Betrachtet man zunachst die in der Tabelle XI angefiihrten Spalt. 
ergebnisse der verschiedenen Pferdeseren, so fallt auf, daB die anti. 
toxischen Seren, namlich die Diphtherie-, Tetanus- und Perfringens 
seren, sich durch eine besonders geringe Spaltbarkeit auszeichnen 
waihrend die Normalseren die héchsten Spaltwerte aufweisen. Bei 
einigen Dipherieseren liegen die Umsatzwerte extrem niedrig, aber auc! 
die Perfringensseren sind auffallend resistent gegeniiber einer Pepsin- 
spaltung bei pu 4,5. Keines der untersuchten Diphtherie- und_ Per. 
fringensseren erreicht die Spaltbarkeit der normalen  Pferdesere: 
Dagegen bewegen sich die Spaltwerte der Tetanusseren in einer anderen 
GréBenordnung und reichen an die niedrigsten Spaltwerte der Normal. 
seren heran. Die beiden Pneumokokkenseren zeigen eine Spaltbarkeit 
die ebenfalls in das Bereich der am wenigsten gut spaltbaren Norma 
seren heranreicht. 

Bei Rotlaufseren wird die Spaltbarkeit selbst der besser spalt bare: 
Normalseren erreicht. Ein Rotlaufserum zeigt jedoch eine heral. 
gesetzte Spaltbarkeit. Bei den beiden zur Untersuchung gelangte: 
Streptokokkenseren ist kein Spaltbarkeitsunterschied gegentiber Norma 
serum feststellbar. 

Wenn sich somit einzelne Immunserumtypen durch eine ver 
schiedene Spaltbarkeit voneinander unterscheiden, so liegt es nahe, fu! 
die beobachteten Resistenzunterschiede gegeniiber Pepsin die Ve 
schiedenartigkeit der spezifischen Antikérper verantwortlich zu machi! 
Dementsprechend miiBte dem reinen Diphtherieantitoxin die geringst 


! J. of biol. Chem. 49, 109, 1921. — * Dérle, Zeitschr. f. exper. Med 
84, 406, 1923: Hansen, diese Zeitschr. 299, 364, 1938. 3 J. of biol. Chen 
52, 201, 1922. 
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Spaltbarkeit zugeschrieben werden. Es findet sich jedoch nirgends ein 
Hinweis, daB die Herabsetzung der Spaltbarkeit mit der Menge der 


vorhandenen Antikorper parallel lauft. Moéglicherweise ist aber in den 


yntersuchten nativen Seren die vorhandene Antikérpermenge zu gering, 
so daB sie gegeniiber anderen die Spaltbarkeit starker beeinflussenden 
Faktoren nicht in Erscheinung tritt. Wir entnehmen der Tabelle, daB 


Eder sogenannte ,,Rest-N**, d. h. der Gehalt an stickstoffhaltigen Nicht- 


eiweibkérpern keinen EinfluB8 auf den Spaltungsverlauf ausiibt. Da- 
gegen ist die Abhangigkeit der Spaltbarkeit vom Albumingehalt der 
Seren eine sehr auffillige. Man findet namlich, daB diejenigen Seren, 
dieam wenigsten Albumin enthalten, bei denen also eine starke Globulin- 


vermehrung vorliegt, sich auch durch die geringste Spaltbarkeit durch 
'Pepsin bei pu 4,5 auszeichnen. 


Bekanntlich hat man schon sehr friithzeitig eine Verschiebung des 


Albumin-Globulinverhaltnisses, des sogenannten ,,EiweiBquotienten “, 


bei der Immunisierung von Pferden mit Diphtheriegift beobachtet. Es 


‘soll hier auf die zahlreichen Arbeiten, in denen man versucht hat, die 


Beziehung zwischen Art und Umfang der Verschiebung im ,,Eiweib- 
spektrum‘* und der Antikérperbildung zu klaien, nicht naher ein- 
gegangen werden. Wir méchten nur auf die besonders umfangreichen 
Untersuchungen von St. Bacher und M. Kosian! verweisen, in denen 
die altere Literatur ausfiihrlich besprochen wird. Das Ergebnis dieser 
Arbeit kann dahin zusammengefaBt werden, daB im Verlauf der Immuni- 
sierung von Pferden mit Diphtherietoxin eine Erhéhung des Gesamt- 
eiweiBes, des Pseudoglobulingehalts und eine Abnahme des Albumin- 
gehalts stattfinden. Es besteht aber kein Zusammenhang zwischen dem 


‘AusmaB der EiweiBverschiebungen und dem Antitoxingehalt. In 
eigenen Versuchen fanden wir nach der I[mmunisierung von Pferden 
mit hochwertigen Diphtheriegiften regelmaBig eine betrachtliche Zu- 


nahme des Pseudoglobulingehalts und eine Abnahme des Albumins. 


‘Auffallenderweise bestand wahrend der ersten Periode der Immuni- 


sierung, in der noch keine gré®eren Aderlasse vorgenommen wurden, 
recht haufig gute Ubereinstimmung zwischen Globulinvermehrung und 
Antikérperbildung. Auch enthielten Seren einer ersten Blutentnahme 
mit extrem hohem Antitoxingehalt fast immer ungewoéhnlich viel Pseudo- 
globulin. Bei spateren Blutentnahmen war dann kein Zusammenhang 
zwischen Pseudoglobulin- und Antikérpergehalt mehr zu erkennen. 
Auch gelang es nicht, durch Anderung der Aussalzungsgrenzen ein 
konstantes Eiweif-Antitoxinverhaltnis kiinstlich herbeizufiihren. 
Heute wissen wir aus quantitativen Studien iiber die Zusammen- 
‘etzung von Diphtherietoxin-Antitoxinprazipitaten von V7. Pappen- 


' Diese Zeitschr. 145, 324, 1924. 
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heimer und E. Robinson!, wie aus Dissoziationsversuchen von T. 4. 


Flockungen von Ramon?, Locke und Main? und von Pope und Healey 
da das Diphtherieantitoxin nur einen Bruchteil der aus nativen Sere) 
durch Salze faillbaren Pseudoglobulinfraktion ausmacht. Wenn auc 
bis jetzt die Bemiihungen zur Reindarstellung des Diphtherieant it oxiy, 
noch nicht als abgeschlossen zu betrachten sind, so muB doch ein 7). 
sammenhang zwischen Pseudoglobulingehalt und Antitoxinmeny, 
immer unwahrscheinlicher werden, je mehr unwirksames Ballasteiwej) 
mit fortschreitender Reinigung aus der Pseudoglobulinfraktion ab. 
getrennt werden kann. In gleichem Mabe gewinnt die Auffassuny voy 
der unspezifischen Natur der Globulinvermehrung an Wahrscheinlich. 
keit. Es ist durchaus méglich, daB unter dem EinfluB unspezifische: 
Reizwirkungen, durch Erzeugung von Fieber, das bekanntlich bei de: 
Immunisierung eine groBe Rolle spielt, die an der Bildung der Serun. 
eiweiBkérper bedingten Organe zu einer Mehrproduktion von hoc! 
molekularen Serumglobulinen veranlaBt werden. Den Erscheinunge; 
nach miissen wir also zwei verschiedene Reaktionen annehmen, die sic! 
wahrend der Immunisierung als Antwort des Organismus auf die Ein. 
verleibung toxischer und fiebermachender Bakterienantigene abspiecle: 
Die eine fiihrt zur Neubildung einer sehr geringen Menge des physiolo 
gisch auBerst wirksamen spezifischen Antikérpers, der seinen Figen. 
schaften nach den Globulinen nahesteht, die andere ruft eine mehr oder 
weniger starke Mehrproduktion unspezifischer Serumglobuline hervor 
Durch unsere Spaltversuche erfassen wir nur die zweite Reaktion 
d.h. wir finden, daB ein antitoxisches Immunserum infolge seine; 
erhéhten Globulingehalts gegeniiber einem proteolytischen Angrifi 
durch Pepsin besonders resistent wird. Ob die Resistenzerhéhung auc! 
gegeniiber anderen Proteinasen und bei physiologischem py in Er- 
schemung tritt, soll noch gepriift werden. Wir halten es durchaus fii 
‘méglich, da8 durch die Globulinvermehrung eine Stabilisierung anti. 
toxischer Antikérper vor allem gegen proteolytische Zerstérung dure! 
kérpereigene Fermente bewirkt wird und sehen in einer derartigen 
Schutzwirkung eine wichtige physiologische Funktion der Globulin. 
vermehrung, die somit indirekt zur Erzielung hoher Immunisierung:. 
effekte beitragen diirfte. 


Bacher und Kosian (l.c.) konnten nur bei Diphtherieserum ein 
Globulinvermehrung feststellen. Im Gegensatz zu den Befunden diese 
Autoren finden wir aber auBer bei Diphtherieseren besonders bei Pe 
fringens- und weniger ausgesprochen bei Tetanusseren eine Erhéhung 
des Globulingehalts und eine ihr parallel laufende Herabsetzung ce! 


1 J. of Immunol. 82, 291, 1937. — 2 C. r. Soe. Biol. 88, 167, 1925 
3 J. inf. Dis. 39, 484, 1926. — * Brit. J. of exper. Pathol. 20, 213, 195! 
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HSpaltbarkeit durch Pepsin. Wir erkliren die Abweichung damit, daB 
Heute weit wirksamere Antigene bei der Herstellung von Anaeroben- 
ren zur Anwendung gelangen als zur Zeit von Bacher und Kosian. 
' Yon den angefiihrten Rotlaufseren weist das Serum des Pferdes 
Nr, 1593 nicht nur den geringsten Albumingehalt, sondern auch die 
Everingste Spaltbarkeit auf, wahrend die iibrigen Rotlaufseren wie auch 
‘die Streptokokken- und Pneumokokken-Pferdeseren sich im Albumin- 
bvehalt und auch in der Spaltbarkeit nicht wesentlich von normalen 
Pferdeseren unterscheiden. Die beiden in der Tabelle angefiihrten 
‘Hammelseren verhalten sich bei der Spaltung sehr ahnlich, sie unter- 
Fscheiden sich aber auch nicht wesentlich im Albumingehalt. Bei Normal- 
Rinderserum finden wir einen sehr hohen Albumingehalt und eine 
Fentsprechend gute Spaltbarkeit, waihrend beim Diphtherie- und auch 
‘beim Tetanus-Rinderserum nicht nur der Albumingehalt, sondern auch 
Edie Spaltbarkeit gegeniiber dem normalen Rinderserum stark ver- 
mnindert ist. Die in der Tabelle angefiihrten Normal-Menschenseren 
‘eigen die héchsten Albuminwerte und auch die beste Spaltbarkeit 
‘durch Pepsin. Die Untersuchung pathologischer Menschenseren ist in 
F Aussicht genommen. 

Um nun besser iibersehen zu kénnen, wie weit sich die zwischen 
Albumingehalt und Pepsinspaltbarkeit gefundene Ubereinstimmung 


‘quantitativ verwerten li8t, haben wir die Abhiangigkeit der nach be- 


‘stimmten Zeiten erzielten Spaltergebnisse der in Tabelle XI angefiihrten 
Seren von ihrem Albumingehalt graphisch dargestellt. 

|  Verfolgt man die Lage der in den Abb. 9 bis 12 eingezeichneten 
Punkte, die das Abhangigkeitsverhaltnis zwischen Spaltbarkeit und 
Albumingehalt wiedergeben, zu den verschiedenen Spaltzeiten, so faillt 
lauf, daB die Streuung bei 1 Stunde noch relativ groB ist. Trotzdem 
Jiegt nur das normale Hammelserum (Nr. 276) auBerhalb des die iibrigen 
‘Punkte umfassenden allerdings recht breiten Streifens. Da der Chole- 
steringehalt dieses Serums relativ hoch ist, besteht die Méglichkeit, 
a8 hier eine Hemmung der Spaltung durch Lipoide vorliegt. Nach 
2 Stunden tritt jedoch der hemmende Einflu8 nicht mehr in Erschemung. 
FAuch bei Menschenseren scheint sich der hohe Cholesteringehalt auf die 
-infangsspaltung hemmend auszuwirken. Andererseits wird bei dem 
lurch den niedrigsten Cholesteringehalt ausgezeichneten Perfringens- 
serum (Mischung Nr. 467) gefunden, daB es in den Anfangszeiten der 
Durchschnittsspaltung etwas vorauseilt. Im ganzen betrachtet sind die 
Lipoideinfliisse bei unseren Versuchsbedingungen nur von _ geringer 
‘Bedeutung auf den Spaltungsverlauf. Bereits nach 4 Stunden stellt 
ich ein Gleichgewichtszustand der Proteolyse ein, der allein durch den 
Albumingehalt bzw. das Albumin-Globulinverhaltnis der Seren be- 


stimmt wird. Nach 24 Stunden wird das Spaltungsgleichgewicht nur 
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kann. Wir glauben jedenfalls alle Variationsméglichkeiten in der 
Versuchsanordnung soweit erschépft zu haben, daB an dem Endergebnis 
der Untersuchung nicht mehr gezweifelt werden kann. Dieses laBt sich 
dahin zusammenfassen, das bei Pferde-, Hammel-, Rinder- und 
Menschenseren eine auffallende Parallelitat besteht zwischen der bei 
py 4,5 durch Pepsin spaltbaren EiweiBmenge und dem Albumin- 
P - . " e % P P : : > 
Globulinverhaltnis der Seren. Die Ubereinstimmung ist eine so weit- 
vehende, daB daran gedacht werden kann, die hier beschriebene enzyma- 
tische Serumanalyse fiir Mikrobestimmungen des _ ,,EiweiBquotienten“ 
heranzuziehen. 

DaB die in der Untersuchung erzielten Ergebnisse nicht von der von 
uns benutzten Pepsinsorte abhangig sind, geht aus einigen Beispielen 
hervor, bei denen zwei Seren mit stark abweichendem Albumin-Globulin- 
verhaltnis mit Pepsinum pulvis solubile Merck und mit einem durch Salz- 
fillung und Dialyse besonders gereinigten Pepsin Witte unter gleichen 
Versuchsbedingungen wie zuvor gespalten wuide. Die verwandte Ferment- 
menge betrug bei dem Priparat von Merck, das nur ein Drittel so wirksam 
war wie das bisher benutzte Witte-Pepsin, 0,9 mg fiir 2 mg SerumeiweiB. 
Von dem gereinigten Ferment, dessen Wirksamkeit auf das Doppelte an- 
gereichert war, wurden entsprechend nur 0,15 mg fiir 2 mg Serumeiweif 
verwendet. Zum Vergleich ist das Spaltungsergebnis mit 0,3 mg Pepsinum 
pur. Witte 1: 10000 am SchluB der Tabelle XII mit angefiihrt. 


Tabelle XII. Vergleichsspaltungen mit verschiedenen Pepsin- 
sorten bei py 4.5. 





Albumin Spaltung in 
Pepsinsorte Serum in %/9 des 9) Eiwei® nach 
- Gesamt- | — 
eiweiBes 60’ 120’ 240' 24h 
Pepsinum pulvis solubile 
Merck, 1:3400 = 0,9mg 
fiir 2mg SerumeiweiB 


| Norm. Pferdeser. 2515 58,6 63,0 68,0 70,5 74,5 % 
| Perfringens ,, 2063 30.4 36,5 40,5 42,5 51,5 % 


Pepsin, 1: 20000 —0,15mg 
fiir 2mg NerumeiweiB 


Besonders gereinigtes . a tee The eee ape Seige 
o 8 | Norm. Pferdeser. 2515 58,6 59,0 66.5 71,0 75,5 9% 


Perfringens ,, 2063 »=—380,4 = 31,5 41,0 41,0 48,0 %, 


Pepsinum pur. Witte, 
1: 10000 = 3 mg fiir 2mg 
SerumeiweibB 


{ Norm. Pferdeser. 2515 58,6 59,0 66,5 71,0 73,5 % 
| Perfringens ,, 2063 30,4 34,0 42,5 44,0 51,5 % 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine auf dem Prinzip von Rona und Kleinmann be- 
ruhende nephelometrische MeSmethode beschrieben, die es gestattet, 
die peptische Proteolyse nativer Seren (vom Pferd, Rind, Hammel und 
Menschen) in einem weiten py-Bereich zu verfolgen. Als MeBinstrument 


| diente das Polarisationsphotometer von £. Leitz, Wetzlar. Wie die 


Untersuchung zeigt, stehen die im Verlauf einer Serumproteolyse auf- 


_tretenden Anderungen der Sulfosalicylsiuretriibungen, die von uns 


durch Veronal stabilisiert wurden, in einem bestimmten und fiir alle 
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Seren beachtlich gut tibereinstimmenden Abhangigkeitsverhalty is 
den tatsachlichen Abnahmen des Eiweibgehalts. 

2. Wahrend sich beim px-Optimum des Pepsins nur gering!iiviy 
Einfliisse der verschiedenen Serumsubstrate auf den Spaltungsver|ay; 
bemerkbar machen, treten bei pu 4,5 starke Unterschiede in der sya: 
barkeit nicht nur bei verschiedenen Serumarten, sondern auch |y 
verschiedenen Immunserumtypen zutage. Es ist jedoch nétig. das 
Verdauungsmilieu sehr stark zu verdiinnen, um die Spaltbarkeits 
unterschiede optimal zu erfassen. 

3. Bei Einhaltung genau gleicher Versuchsbedingungen zeigen yoy 
zahlreichen zur Untersuchung gelangten Pferdeseren die antitoxischey 
Immunseren (Diphtherie, Perfringens und Tetanus) die starkste Hera). 
setzung der Spaltbarkeit durch Pepsin im Vergleich zu normalen 
Serum. Auch antitoxische Rinderseren sind gegeniiber Pepsin y\ 
resistenter als normales Rinderserum. Bei Rotlaufstreptokokken- uni 
Pneumokokkenseren ist kein deutlicher Einflu®8 der Immunisierung au 
die Spaltbarkeit zu erkennen. 

4. Der Umfang der beobachteten Anderungen in der Spaltbarkeii 
durch Pepsin bei py 4,5 steht nicht in Beziehung zur Menge der in den 
betreffenden Seren vorhandenen Antikérper, zum Cholesteringehalt 
und zum Gehalt an N-haltigen NichteiweiBkérpern. Dagegen bestel 
in allen Fallen eine auffallende Parallelitaét zwischen Spaltbarkeit und 
dem Albumin-Globulinverhaltnis der Seren. Bei Einhaltung einheit- 
licher Versuchsbedingungen wird fiir tiber 40 verschiedene Seren mit 
einem zwischen 25 und 70°, schwankenden Albumingehalt (bezogen 
auf das GesamteiweiB) iibereinstimmend gefunden, daB die Spaltung 
nach 24 Stunden ungefahr 20°, héher liegt als der Albumingehalt der 
Seren. 


Den experimentellen Teil der Abhandlung bearbeitete Herr WW. Wirt! 
mit viel Flei8 und Geschick. 
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Uber die Reinigung des Labfermentes 
durch chromatographische Adsorption. 
Von 
Alfons Schéberi und Paul Rambacher. 

(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 15, April 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Labferment, welches Gerinnung der Milch bewirkt, bietet fiir 
Reinigungsversuche giinstige Voraussetzungen. Auch bei diesem Enzym 


' ist die Reindarstellung fiir die Klarung der Wirkungsweise unerlaBlich. 


Hochaktive Labpraparate sind von Liiers und Bader! und von 


| Tauber und Kleiner? beschrieben worden. Wahrend Tauber und Kleiner 
‘die Reinigung durch fraktionierte isoelektrische Fallung durchfiihrten, 


benutzten Liiers und Bader dazu die Adsorption an Tonerde in der friiher 
iiblichen, klassischen Arbeitsweise. Jedoch herrscht hinsichtlich der 


; e . . . % . . 
' Natur des gereinigten Labferments keine Ubereinstimmung der An- 


sichten. Nur Tauber und Kleiner schreiben ihren Praparaten Protein- 


| charakter zu. Das Praparat von Liiers und Bader hingegen enthielt 


jedoch sehr wenig Stickstoff. So ist die Frage, ob das Labferment ein 
mit spezifischer Wirksamkeit ausgestattetes Protein ist, noch ungeldst. 

Zur Anreicherung von in sehr groBer Verdiinnung vorliegenden 
Naturprodukten hat in einer Reihe von Fallen die chromatographische 


| Adsorptionsanalyse ausgezeichnete Dienste geleistet. Es war daher 


daran zu denken, auch das Labferment dieser Reinigungsmethode zu 
unterwerfen, zumal von Liiers und Bader schon Anhaltspunkte fiir das 
Adsorptionsvermégen von Lab beigebracht wurden. 

Aus wisserigen Losungen von Handelspraparaten fallen bei der 
Dialyse betrachtliche Mengen von unwirksamen Begleiteiweifstoften 
aus, die in den rohen Enzymlésungen durch Neutralsalze in Lésung 
yehalten werden. Die Aktivitat wird durch vorsichtige Dialyse nicht 
beeintrachtigt. Saugt man eine rohe Lablésung vom px = 5 iiber 
Floridin XS, so wird das Enzym glatt adsorbiert. Durch Entwicklung 
des Chromatogramms kann das Lab in einer bestimmten Schicht an- 
gereichert werden. Vorteilhaft ist die Adsorption an Aluminiumoxyd, 


‘die erwartungsgemaB stark pu-abhangig ist. Bei px 4,2 oder 5,6 lassen 


sich nach dem Entwickeln mit Natriumlactatlésung von px 5,1 im 
ultravioletten Licht vier Zonen mit Unterschieden in der labenden 


' Diese Zeitschr. 190, 122, 1927. 2 J. of biol. Chem. 125, 435, 1938. 
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Wirkung erkennen. Bei pu 2 erfolgt fast iiberhaupt keine Adsorptic, 
Auch Liiers und Bader fanden das Maximum fiir die Tonerdeadso; pti, , 
bei pu 5,1. Fiir die Elution der Adsorbate erweist sich ein Phospha: 
puffer vom px 7 als zweckmaBig, wie ebenfalls Liiers und Ba, 
schon angaben. 

Ubersichtliche Verhaltnisse trifft man bei der Adsorption y,; 
dialysierten Lablésungen an Al,Os bei pu 4. Nach der Entwickluny 
mit Phosphatpuffer vom px 5,6 findet man den gréBten Teil der aktive, 
Substanz in verhaltnismaBig eng begrenzten Schichten des Adsorption, 
mittels wieder, wahrend gelb gefirbte Verbindungen als Verunreiyj 
gungen gegen das Ende der Saule hin abwandern. Die Ablésung ce: 
aktiven Substanz vom Al,O, gelingt mit dem Phosphatpuffer ohn 
weiteres. Die so gereinigten Lablésungen zeigen noch Biuret- wy 
Diazoreaktion. . Papain zerstért die Wirksamkeit sehr rasch. Versucly 
iiber eine Aktivierung durch SH-Glutathion verliefen negativ! 

Die Untersuchungen, die aus auberen Griinden abgebroclie 
werden muBten, sind durch Zuwendungen der Firma Byk-Guldenwerk 
in Oranienburg bei Berlin erméglicht worden. Wir méchten fiir dies 
Unterstiitzung hier bestens danken. 


Beschreibung der Versuche. 


Fiir die Versuche diente ein stark wirksames Labpriparat der Firn 
Byk-Guldenwerke in Oranienburg. Zur Herstellung der Lésungen riilirt 
man die eingewogene Fermentmenge mit Wasser an und schiittelte langer 
Zeit durch. Dann wurde vom Ungelésten abfiltriert. Die Lésungen water 
gelb gefarbt. 

Bestimmung der Aktivitat. Es wurde die Gerinnungszeit von ungekochite: 
Handelsmilch bei 40° ermittelt. 50 cem Milch versetzte man mit den Ferment 
l6sungen, schiittelte rasch um und bestimmte mit der Stoppuhr die Zeit bis 
zum Auftreten der ersten Flocken. Die Reproduzierbarkeit war sehr gut 
Die angegebenen Gerinnungszeiten sind Mittelwerte. 

Chromatographische Adsorption. Die Feimentlésungen wurden |) 
einem bestimmten py iiber etwa 8cm hohe Saulen des Adsorptionsmittels 
gesaugt. Dann wurde mit Phosphatpufferlésung entwickelt. Die Saul 
zerlegte man dann in Stiicke von | cm Lange und eluierte diese schlie(licl 
mit 0,15 mol. Phosphatpuffer vom py = 7. Die Elution erfolgte dutch 
halbstiindiges Verriihren mit eiskalter Pufferlésung in Eis. 


Floridin XS als Adsorptionsmittel. Das pu der Lablésung (5 ¢ La) 
auf 100 ccm Wasser) wurde mit Milchsaiure auf 5,0 eingestellt. Zur 
Entwicklung dienten 30 ecm Phosphatpuffer vom pu = 6. Die Elutic: 
der einzelnen Schichten erfolgte wie oben angegeben und vom Fluat 
(25 cem) wurde jeweils | ccm fiir die Aktivitatsbestimmung entnommen 


' Vgl. Th. Bersin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2338, 59, 1935. 
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Reinigung des Labfermentes durch chromatographische Absorption, 225 


Tabelle l. 





Schicht Nr. 
Gerinnungszeit in Sek. 57,0 18,5 78 3° 183 240 | ~ 300 


Floridin XXS und Frankonit waren als Adsorpticnsmittel wegen 
zu hoher Durchlaufzeiten ungeeignet. 

Aluminiumoxyd als Adsorpticnsmittel. 1. Es wurde Al,Q, nach 
Brockmann der Firma FE. Merck benutzt. Nachdem mit Milchsaure aut 
ein bestimmtes pu eingestellt war, wobei Niederschlage auftraten, von 
denen man abfiltrierte, wurden die Lablésungen iiber die Al, Os-Saulen 
gesaugt. Die Entwicklung des Chromategramms erfolgte mit Milch- 
siure + NaOH vom px 5,1. Im ultravioletten Licht waren vier Schich- 
ten zu erkennen, die getrennt herausgeschnitten und eluiert wurden. 
Bei pu = 2 lieBen sich die Schichten nicht mehr deutlich beobachten. 
Die mit Leem der Eluate ermittelten Gerinnungszeiten enthalt Ta- 
belle II: 

Tabelle Il. 





Schicht Nr. y ‘ Pu 
‘ 18 f 4,2 
3 16 2s 5,6 


“i io > 5 > 4,5 vil 2.0 


Gerinnungszeit in Sek. 


| 2 
| ] 


2. 20g Handelslab wurden mit 500 ccm Wasser 2 Stunden durch- 


- veschiittelt und filtriert. Das Filtrat dialysierte man 3 Tage im Eis- 


schrank gegen dest. Wasser. Die ausgefallenen Begleiteiweilstoffe 
wurden abgeschleudert und das Zentrifugat auf 1 Liter aufgefiillt. 5 ccm 
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Abb. 1. 



































davon enthielten 8,2 mg, die Lésung also insgesamt 1,64 g Substanz. 
| Mit 1 eem dieser Lablésung (1,64 mg Ferment) betrug die Gerinnungs- 
| zeit 92 Sekunden. Das pu der Lésung wurde mit Milchséure auf 4 
| eingestellt. Die eiskalte Enzymlésung wurde dann im Verlauf von 


10 Stunden iiber zwei Al,O,-Saulen gesaugt. Zum Entwickeln diente 


eine 0,15 mol. Phosphatpufferlésung vom pu 5,6. Dabei wanderten aus 


den obersten Teilen der Saule schwach braun gefarbte Substanzen 


schnell nach unten ab und bildeten einen scharf begrenzten Ring, der 
Fsich vor allem im ultravioletten Licht mit griiner Fluoreszenz gut 
1 abhob. Etwas unterhalb bildete sich nochmals ein etwas schwacherer 


Xing aus, der auch griin aufleuchtete (Schicht 6). Das Chromatogramm 


wurde nach Abb. 1 unterteilt und jede Schicht mit 100 cem Phosphat- 
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puffer vom pu = 7 eluiert und mit 1 cem davon die labende Wirkwy 


bestimmt (Tabelle ITT). 
Tabelle IIL. 





Schicht Nr. 
Gerinnungszeit in Sek 
Die Eluate der wirksamen Schichten 2, 3 und 4 wurden vereinigt 


und auf 350 cem verdiinnt. 1 ccm davon ergab eine Gerinnungszeit 
von 78 Sekunden. Von dieser Enzymlésung wurden 50 cem hinreichend 


lange gegen Eiswasser dialysiert und dann das Trockengewicht | 


stimmt. In den 350 ccm waren 371 mg Substanz, in 1 ecm also 1.16 my 
Einwirkung von Papain auf Lab. Verdauungsansatz: 5 cem 1) 
natriumcitratpuffer + 0,1 cem Thioglykolsiurelésung (4,21 mg R - SH 
2cem Wasser + 2ccm Papainlésung mit etwa 20 mg gereinigten 
Papain! + 40 cem Lablésung. Parallel lief der gleiche Ansatz olin 
Papain. Die Gerinnungszeiten wurden mit 0,5cem ermittelt. Der 
Verdauungsversuch ergab zu Beginn eine Gerinnungszeit von 65 Se 
kunden, der Kontrollversuch eine solche von 56 Sekunden. Ersterer 
triibte sich im Laufe der Zeit und setzte Flocken ab. Nach 1 Stund 
war die labende Wirkung vollig verschwunden, wahrend der Kontro! 
versuch noch eine Gerinnungszeit von 62 Sekunden zeigte. 


+ 4. Schiberl u. M. Fischer, diese Zeitschr. 802, 310, 1939. 
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ber die Verdaulichkeit von Tumorgewebe 
durch normale Enzyme. 


Il. Mitteilung!: 
Das Verhalten von Tumorproteinen gegen Pepsin und Trypsin. 
Von 
H. Bayerle. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Fingegangen am 3. Mai 1940.) 


In ihrer V. Mitteilung? schreiben F. Kégl und H. Eraleben, daB 
einer ihrer Satze von manchen Autoren eine Interpretation erfahrt, die 
ihm gar nicht zukommt (S. 108). Im 5. Kapitel (8.79) ihrer ersten 
Mitteilung? ist zunachst von der Stérung des normalen Gewebegleich- 
gewichts, von Veranderungen der proteolytischen Enzymsysteme die 
ede: dann folgt der entscheidende Satz: ,,Man kann sich beispielsweise 
gut vorstellen, daB normale Zellen dem Vordringen der Tumorzellen 
keinen Einhalt bieten kénnen, da ihnen die betreffenden Fermente 
fehlen.“* Zur weiteren Verstindlichmachung folgt daraufhin eine Liste 
von Peptiden, die infolge ihres Gehalts an d-Aminosiuren fiir normale 
Enzyme unspaltbar geworden sind. Abgeschlossen wird der entsprechende 
Abschnitt mit dem Satz: ,,Analog kénnten also bei einem Gehalt von 
5°, d-Aminosiuren im Tumoreiwei8 20°, dem enzymatischen Angriff 
normaler Enzyme entzogen sein!‘ Auf 8.91 der zitierten Arbeit heiBt 

da die 
normalen Zellen nicht iiber die proteolytischen Enzyme _verfiigen 
werden, die dem Vordringen der Geschwulstzellen Einhalt bieten kénnen. 
Damit sind die Voraussetzungen fiir das infiltrierende und destru- 
ierende Wachstum gegeben.** Nicht anders ist die Formulierung in 
der Zeitschrift fiir Krebsforschung*, und zwar im Kapitel ,.Das auto- 
nome Wachstum‘*. Wir sind der Ansicht, daB damit ganz klar und 
eindeutig zum Ausdruck kam, wie sich F. Kégl und H. Eralehen beim 
damaligen Stand ihrer Untersuchungen das destruktive Wachstum 
vorstellten. Es war keine andere Interpretation méglich. Diese Vor- 


' I. Mitteilung. Diese Zeitschr. 303, 251, 1939. * Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 264, 108, 1940. 3 Ebenda 258, 57, 1939. 4 Zeitschr. f. Krebs- 
forschung 49, 291, 1939. 
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stellungen waren der Ausgangspunkt fiir unsere Enzymversuche, derey 
erste Ergebnisse wir in unserer ersten Mitteilung publizierten. \\jr 
schrieben: ,.Nicht das wegen seines Gehalts an racemischen Amino. 
sduren ausgezeichnete EiweiBsubstrat des bésartigen Tumors ist 
etwa wegen seiner Unléslichkeit — am destruktiven, infiltriere nde) 
Wachstum mitbeteiligt, die Proteine der Tumorzellen sind gar nicht so 
unléslich, sie kénnen vielmehr weitgehend abgebaut werden. Die 
Kéglische Erklarungsweise des destruktiven Wachstums erschien uns 
damit in wenigstens einer Hinsicht einer Einschrankung bediirftig. Wenn 
90°, der Gesamtproteine eines Tumors, 90° der Bausubstanz der 
Tumorzelle abbaufahig sind, dann steht soviel Substrat fiir eine pro. 
teolytische Betaétigung der Enzyme der normalen Umgebungszel|cy 
zur Verfiigung, da der Aufbau einer Zelle, die Organisation eines 
Gewebes verhindert werden kénnte. Es liegt aber unseres Erachtens 
das destruktive Wachstum in erster Linie einem aktiven Prinzip des 
wachsenden Tumors zugrunde. Das _ infiltrierende Wachstum der 
malignen Tumoren ist auch durch die Kéglsche Entdeckung der racemi- 
schen Aminosaduren in Tumorproteinen nicht befriedigend erklarbar, 
Dies festzustellen war der Zweck unserer Untersuchung. 


Wenn nun heute F. Kégl und H. Eraleben in ihrer V. Mitteilung 
schreiben, ,,daB eine Tumorzelle selbst bei dem héchsten Gehalt an 
d-Glutaminséurebausteinen, der bisher beobachtet wurde, noch immer 
normale Proteine im UberschuB besitzen wird, durch deren Abbau die 
Zelle zugrunde gehen kann“, dann halten wir das fiir eine sehr wesentliche 
Einschrankung ihrer urspriinglich entwickelten Auffassung. Ebenso 
bemerkenswert sind weitere Satze der V. Mitteilung: ,,aber auch Prc- 
teine, welche die verkehrten Bausteine enthalten, diirfen nicht von 
vornherein als vollig resistent gegeniiber normalen Proteinasen an- 
gésehen werden. Wir sehen zwar an... |-Leucyl-glycyl-d-leucy!- 
glycyl-l-leucin, daB sich der EinfluB der d-Bausteine nicht nur auf ce 
unmittelbar benachbarten Peptidbindungen beschrankt usw... 2°). J) 
Endeffekt wird in beiden Fallen eine Lysis sein kénnen.** Diese Formu- 
lierung wurde erst neuerdings gepragt; in der |. Mitteilung von F. Avg! 
kam eine solche Betrachtungsweise unseres Wissens nicht zum Ausdruck 


und war auch nicht abzuleiten. Damit ist aber nunmehr dasselbe aus- 
gesagt, was wir mit unseren Versuchen bezwecken wollten, namlic! 


zu zeigen, daB das TumoreiweiB gar nicht so unangreifbar ist als Avy! 
und Eraleben in der I. Mitteilung aus dem Gehalt an d-Aminosaurin 
schlieBen. Wir erkennen daraus fernerhin eine prinzipielle Uberein- 
stimmung zwischen der neuen Kéglschen Auffassung und unsere! 
Kritik. Auch der Fiitterungsversuch, den F. Kégl und H. Erale/en 
durchfiihrten, ergab im Prinzip — im Zusammenhang mit unserer Fray- 
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sellung — nichts anderes als unser in vitro-Versuch. Wir haben gezeigt, 
daB der tiberwiegende Teil der Tumorproteine enzymatisch gelést wurde 
und nur geringe Riickstande blieben!. F. Kégl und H. Erxleben zeigten, 
dag in vivo gewisse Proteinanteile unverandert blieben. Das auBerst 
Wertvolle des neuen Kédglschen Versuchs ist die Erkenntnis, daB sich 
Tumorproteine oder bestimmte Spaltstiicke biologisch trennen, .an- 
reichern, ,,sieben‘* lassen und daB fiir die héher molekularen Proteine 
anscheinend etwas Ahnliches zutrifft, wie fiir das Abderhaldensche 
Pentapeptid 1-Leucyl-glycyl-d-leucyl-glycyl-l-leucin, daB namlich der 
Einbau eines Bausteins der d-Konfiguration eine enzymatische Unspalt- 
barkeit bewirkt. AuBerdem wurde damit (in prinzipieller Uberein- 
stimmung mit Versuchen von J/vanovics?) wahrscheinlich gemacht, 
daB auch die Proteinasen stereochemisch auswahlend sind, eine Frage, 
die bisher nicht mit Sicherheit entscheidbar war. 


F. Kégl und H. Eraleben verglichen die Front des Tumors gegen 
die Umgebung mit einer Kampfzone, bei der schlieBlich die Tumorzellen 
siegen, da sie tiber eine Kombination ven d- und |-Fermenten verfiigen. 
Dieser Vergleich ist sehr treffend, aber es will uns scheinen, als ob damit 
eine zweite Frage aufgeworfen wiirde. Die erste Frage, wenigstens so, 
wie sie auf Grund der ersten Mitteilung zu verstehen war, lautet : Warum 
vermag die normale Umgebungszelle gegen die Invasion um in 
gleicher Weise bildlich zu sprechen — der heranriickenden Tumorzellen 
nicht anzukaémpfen ? Die Antwort ist folgende: Weil sie nicht iiber die 
entsprechenden Fermente verfiigt. Im Sinne der ersten KAéglschen 
Publikation ware hinzuzufiigen: Weil das TumoreiweiB infolge des 
Gehalts an d-Aminosduren dem Angriff normaler Fermente entzogen 
ist. Damit ist das infiltrierende Wachstum, wie es F. Kégl erlauterte, 
in erster Linie durch einen angel der normalen Zellen an d-proteolyti- 
schen Fahigkeiten zu verstehen gewesen. Die zweite Frage, die neuer- 
dings abzuleiten ist, lautet: Warum setzt sich schlieBlich die Tumorzelle 
gegeniiber der normalen Zelle doch durch ? Und die Antwort, die F. Kégl 
gibt, lautet: ,,.Da sie iiber eine Kombination von d- und |-Fermenten 
verfiigt.‘ Und damit ist das infiltrierende Wachstum mit einer Be- 
sonderheit der sproteolytischen Fédhigkeit der Tumorzelle erklart. Die 
Diskussionsbemerkung von .V/. Borst? bezieht sich auf die erste Frage. 
Die Antwort F. Kégls auf die Diskussionsbemerkung bezieht sich auf 
die zweite. 


' Wir sind iibrigens seit langerer Zeit damit beschaftigt festzustellen, 
ob die bei unseren Versuchen entstehenden enzymresistenten Protein- 
fraktionen d-Glutaminsaure in gréRerer Menge enthalten als das Ausgangs- 
material, — ? Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 96, 408, 1939. 3 Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 49, 291, 1939, und zwar auf S. 309 u. 311. 
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Es muf nun noch auf die Einwinde, die gegen unseren Versjc} 
erhoben wurden, eingegangen werden. Es handelt sich bei den |); 
wanden, die wir seinerzeit aus verschiedenen Griinden auber ach 
lieBen, kurz zusammengefaBt um folgende drei Punkte: 


1. Unsere Versuche wurden eingeleitet durch eine Autolyse, Es js 

nicht unméglich, daB die dem Tumor eigenen Enzyme (eventuel! 
auf d-Proteine eingestellte Enzyme) die Spaltung wesentlich ein. 
leiteten und bewirkten. 
Unser Versuchsmaterial war in gewissem Sinne uneinheitlich, ver. 
wendeten wir doch das ganze Gewebe. Die reinen Proteine in ihrem 
Verhalten gegen normale Proteinasen zu studieren, ware entscheiden. 
der fiir die Beurteilung der Léslichkeit gewesen. 


3. Eine enorm lange Versuchszeit. 


Wir haben nun aber im Laufe einer Untersuchung, die den Zweck 
hatte, auf enzymatischem Wege verschiedene Proteinfraktionen zu ve- 
winnen, immer wieder feststellen kénnen, da sich das Versuchsergebnis 
unserer ersten Mitteilung im Prinzip nicht andert, wenn eine Autolyse 
ausgeschaltet ist. Da in der V. Mitteilung von F. Kégl und H. Eralehen 
die vor einigen Tagen zu unserer Kenntnis gelangte, gegen unser 
Versuche einige der oben erwihnten Einwande gebracht werden, méchten 
wir aus unserem weiteren Versuchsmaterial mehrere Fille heraus- 
greifen und diese Einwande einschranken. Wir méchten betonen, dai} 
die vorliegenden Versuche nicht erst unter dem Eindruck der F. Kéq!- 
schen Publikation ausgefiihrt wurden, sondern schon im November- 
Dezember vorigen Jahres. 


Wir haben die Metastasen einer menschlichen Leber sauberlich 
herausprapariert und einen Gewebsbrei angefertigt. Der griindlic! 
véermischte Gewebsbrei wurde in genau vier gleiche Teile geteilt; ¢ 
eine Teil (Teil A) wurde mit NaCl, 0.6%, vermischt, auf px 
eingestellt, / Stunde auf 75° erhitzt und mit Pepsin, daraufhin mit 
Trypsin und Diinndarmschleimhautextrakt versetzt; der zweite Teil 
(Teil B) wurde in gleicher Weise mit NaCl-Lésung vermischt. auf 
pu = 2,0 eingestellt, und ohne zu erhitzen dieselbe Menge wie bei Tei! 4 
zugegeben. Der dritte Teil (Teil C) wurde mit NaCl, 0,6°%, 2 Tag 
bei — 5° extrahiert. Es ist wohl anzunehmen, da dabei jede Autolys 
weitgehend eingeschrankt wurde. Der vierte Teil (Teil D) wurde nach 


der Vermischung mit der entsprechenden Menge NaCl-Lésung aut 
pu — 4,0 (das ist nach allen bisherigen Erfahrungen das Optimum cer 
Autolyse) und ohne zu erhitzen, ohne Zugabe von Enzymen in den 
Thermostaten gestellt. Nach insgesamt 6 Tagen Versuchszeit wurd 
die Versuchslésung zentrifugiert; Riickstand und Fallung wie friiher 
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gewonnen. Teil C ist der 0-Stundenwert; demgegeniiber blieben bei 
Teil A nach der Einwirkung der Enzyme etwas mehr als 1° des ur- 
springlichen Riickstandes, bei Teil B etwa 5%, bei Teil D etwa 40°, 
iibrig. Die nach dem Zentrifugieren gewonnenen Lésungen ergaben 
nach der Fallung mit Alkohol bei Teil C = 6,8 g, bei Teil A 3.5 g, 
bei Teil B = 2,5 g, bei Teil D = 2.8 g. Obwohl also die Autolyse des 
Gewebsbreis durch Erhitzen und durch Anderung des py-Optimums 
ausgeschaltet wurde (durch eine Bestimmung von Gesamt-N Rest-N 
in Parallelversuchen gesichert), erwiesen sich die Proteine gegen dic 
Enzyme Pepsin, Trypsin, tierische Peptidasen als sehr wenig resistent. 
Die genaue Arbeitsweise ist im Versuchsteil I beschrieben. 

In einem zweiten Fall, dem Gallertkrebs eines menschlichen 
Magens, wurden aus den Extrakten Proteine hergestellt, wie iiblich 
Riickstand und Fallung. Beide wurden mit Alkohol, Alkohol-Ather 
und Ather getrocknet. Nach dieser Behandlung wurden diese Proteine 
mit wenig H,O angeteigt und mit verdiinnter HCl auf pu = 2,0 gebracht, 
3, Stunden auf 75° erwaérmt und mit Pepsin und Trypsinenterokinase 
behandelt. Das Versuchsergebnis und alles Nahere findet sich unter 
Versuch II. Wir stellten fest, dafBS von 2,0g des Riickstandproteins 
0,03 g tibrigblieben und 0,357 ¢ Fallung entstand und daB von 1,0 ¢ 
des gefallten, wieder gelésten und mit Enzym behandelten Proteins 
0,06 g Riickstand entstanden und 0,415 g fallbar blieben. Ergebnis: Der 
Proteinriickstand eines Gallertkrebses wird weitgehend abgebaut, dic 


Fédllung erwies sich als ziemlich resistent. 


In einem dritten Fall, den wir herausgreifen, haben wir die ge- 
trockneten und hitzebehandelten Proteine mehrerer Byown-Pearce- 
Kaninchentumoren einer wiederholten Behandlung vcn Pepsin aus- 
gesetzt. Aus 36 ¢ eines in 0,6°(iger Na Cl-Lésung unléslichen Proteins 
verblieben nach der ersten 24stiindigen Einwirkung von Pepsin 5.0 ¢ 
Riickstand. Diese 5,0 g wurden erneut mit Pepsin behandelt, nunmehr 
verblieben 2,8 g. Diese 2,8 g ergaben nach der dritten Pepsinbehandlung 
15g. Aus den vereinigten drei Versuchs!ésungen, die nach dem jeweiligen 
Zentrifugieren resultierten, wurden 1,91 g¢ Protein durch Fallung ge- 
wonnen. Diese Fallung wurde ihrerseits mit Pepsin angesetzt, es ver- 
blieben 0,32 ¢. Auch die Proteine eines Brown-Pearce-Tumors sind 


gegen die Einwirkung von Pepsin wenig resistent. 


Nach ahnlichem Schema wurden viele andere Proteine behandelt. 
In der Tabelle 1V finden sich einige Ergebnisse zusammengefabt. Es 
dreht sich dabei um verschiedene Gewebst ypen, Normallebern, Carcinom- 
metastasen, cirrhotische Lebern, Primartumoren, Shope-Papillome. Das 
Versuchsbild ist in allen Fallen ziemlich gleich. Besonders hinzuweisen 
ist auf die Fille ,,Stu‘ und ,,Scha‘‘. Bei ,.Stu‘‘ war der eine Leber- 
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lappen fast nur aus Tumor bestehend, ein anderer vdéllig cirrhotisc) 
Aus beiden Geweben wurde in gleicher Weise eine Tumorfalluny ve 
wonnen. Beide Fallungen verhielten sich gegen Pepsin ziemlich gleic) 
sinnig. Der cirrhotische, nicht carcinomatése Anteil ist scgar etwas 
schwerer léslich als der carcinomatése Anteil. Ahnlich ist es bei Fal] 
.. Scha‘*, wo es sich um ein und dieselbe Leber handelt. Die Metastasey 
wurden herausprapariert, der normale Anteil der Leber war frei ycy 
Tumor. 


Einer Arbeit von EF. Abderhalden und G. Caesar! entnehmen wit 
folgendes: Schon vor 28 Jahren und anschlieBend konnte Ahbderhald:, 
Studien tiber die Autolyse verschiedener Tumorarten durchfiihren, 
Ferner wurden Tumoren mit Pepsin-Salzsdure, mit Trypsin und Darmsaft 
verdaut. Es ergab sich, daB die autolytischen Prozesse keinen bemerkens. 
werten Unterschied gegeniiber dem bei normalen Geweben festgeste!!ten 
aufwiesen. 

Versuchsteil. 


Versuch I. Das Verhalten eines carcinomatisen Lebergewebes gegen 
tierische Verdauungsenzyme. Autolyse desselben Gewebes. 
Tumor. Verwendet wurden die sauberlich herauspraparierten 

Carcinommetastasen einer menschlichen Leber. Zur Charakterisierung 

des Falles diene der nachfolgende kurze Auszug aus der anatomischen 

Diagnose. 

Kurz anatomische Diagnose. HandtellergroBes, zerfallendes Carcinom 
des Magens mit infiltrativem Durchwachsen aller Wandschichten und 
Einwachsen in den Pankreaskopf. Zahlreiche Metastasen in der Leber. 
in den perigastrischen, parapankreatischen, periportalen, paraaortalen 
Lymphdriisen. 

' Histologische Diagnose. Metastase eines kleinzelligen, indifferenten, 
soliden Carcinoms mit Nekrosen und Hamorrhagien. In der Metasta-e 
nirgends mehr Leberparenchym nachweisbar. 

Versuchsansdtze. Die herauspraparierten CGewebsstiicke wurden n 
Fleischwolf zerkleinert. 300 g des Gewebsbreis (Teil A in der nachfolgenden 
Tabelle 1) wurden mit der doppelten Menge 0,6°,iger NaCl-Lésung ve! 
mischt, 1 Stunde auf 75 bis 80° erhitzt, auf py = 2,0 eingestellt und in 
mehreren Abstanden mit einer Pepsinlésung versetzt. (Beziiglich der Ait 
und Wirksamkeit des angewandten Pepsinpriparates sei auf die erste Mit 
teilung |. ec. verwiesen.) Nach 48stiindigem Einwirken bei 40° wird de! 
Ansatz auf py = 8,0 eingestellt und im Verlauf von 48 Stunden zweima! 
nacheinander Trypsin, welches mit Enterokinase aktiviert war, und schlir 
lich noch 20cem eines unverdiinnten Glycerinextraktes eines Schwein 
diinndarms zugegeben. Auch das Trypsin und der Diinndarmextrakt ent 


1 E, Abderhalden u. G. Caesar, Fermentforsch. 16, 299, 1940. 
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sprechen den in unserer I. Mitteilung angewandten. Nach insgesamt sechsma! 


24 Stunden wurde zentrifugiert, der Riickstand mit 


Alkohol, Alkohol- 


Ather, Ather und im Exsikkator getrocknet und gewogen. Die Lésung 


wurde mit 4 Teilen Athanol versetzt. 


Die entstehende Fallung ballt sich 


bald zusammen und ist gummiartig und zah. Sie wird vom Fallungsalkoho! 
vetrennt, erneut in 200 cem H,O aufgeldst und wieder gefallt. Die Fallung 
wurde getrocknet. 


Weitere 300 g desselben Gewebebreis (in der Tabelle I Teil B) wurden 


ebenso behandelt, nur daB hier nicht erhitzt, sondern sofort py 


gestellt wurde. 


Weitere 300 ¢ desselben 


Breis ( 


600 cem 0,6°,igem NaCl versetzt, auf py 


24 Stunden sich selbst iiberlassen. 


2,0 ein- 


Teil D in Tabelle 1) wurden mit 


4,0 eingestellt und sechsmal| 


Nach dieser Zeit wie oben weiter verar- 


beitet. Als Vergleichs- und Anfangswert dienten weitere 300 g (Teil C in der 


Tabelle I). 


versetzt, 10 Minuten geschiittelt und 48 Stunden bei 


hernach wie oben beschrieben zentrifugiert usw. 


Diese wurden gleichfalls mit 600 ccm 0,6°,iger NaCl-Lésung 
50 


aufbewahrt, 


Eine Zusammenfassung 


der Versuchsergebnisse findet sich in der nachstehenden Tabelle I. 


Tabelle 1. 





Behandlung 


Zugesetztes 
Enzym 


Menge des 
verbliebenen 
tiickstandes 
in g 


Menge der ent- 
stehenden 
Fallung in g 


Teil A 


Mit 0,6 °Ziger 


o*e 
NaCl - Lésung, 
1 Std. 
erhitzt auf 75°. 
PH - 2,0 


3 mal 0,5g Pep- 
sin; 2mal 0,5¢g 
Trypsin + En- 
terokinase, 
20,0 cem Diinn- 
darmextrakt 


Teil B 


Mit 0,6 %iger 
NaCl - Lésung, 


nicht erhitzt. 
Pa 2.0 


3mal 0,5g Pep- 
sin, 2mal 0,5¢ 
Trypsin + En- 
terockinase, 
20,0cem Diinn- 
darmextrakt 


2,4 


Teil ¢ 


Mit 0,6 Giger 
NaCl - Lésung, 
2 Tage bei — 5° 

extrahiert. 
Pa = 2,0 


Keine Enzyme 
zugesetzt 


40.0 


6,8 


Teil D 
Mit 0,6 °Siger 
NaCl - Lésung, 
nicht erhitzt. 


Pu 4.0 


Keine Enzyme 
zugesetzt 


15.6 


Versuch IT. Das Verhalten der Proteine eines Gallertkrebses gegen Pepsin 
geq I 


Tumormaterial. Kurze anatomische Diagnose. 


und Trypsin. 


Ausgedehntes Carci- 


noma gelatinosa des gesamten Magens mit infiltrierendem Durch- 


wachsen aller Magenwandschichten und Einwachsen in das Pankreas. 
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Metastasen in den perigastrischen und parapankreatischen Lyip). 


t 


driisen. 


Histologische Analyse. Zwischen einem sparlichen Tumorstroi 


das reichlich undifferenzierte, vielgestaltige Tumorzellen  ent}i! 
dehnten sich auBerordentlich groBe Schleimbezirke aus. Keine Noe. 
krosen. 


Untersucht wurde der Primartumor. 


Versuchsansdtze. 1 Teil Gewebebrei + 3 Teile 0,6 °,ige NaCl 24 Stunde, 
bei 0° extrahiert; dann zentrifugiert, der Riickstand gewaschen und mit 
Alkohol, Alkohol-Ather und Ather getrocknet. Die iiberstehende Lésung 
mit 4 Teilen 96°,igem Alkohol gefallt. Die Fallung mit 50°,igem Alkoho| 
gewaschen und gleichfalls getrocknet. 3g der so gewonnenen Fallung und 
4¢ des Riickstandes wurden mit 300 cem 5°®,igem NaCl 12 Stunden hei (° 
extrahiert, dann’ 20 Minuten zentrifugiert, der Bodensatz mit 50°, igem 
Alkohol dreimal gewaschen und mit Alkohol-Ather getrocknet. A usheut 
4,.9¢. Die iiberstehende Lésung ebenfalls wie oben gefallt und getrocknet 
Ausbeute: 2,0 g. Diese beiden Proteine wurden auf ihre Spaltbarkeit durch 
Pepsin und Trypsin gepriift 


I. Riickstand, 2g des Riickstandes wird mit wenig H,O angeteigt und 


mit verdiinnter HCl auf py = 2,0 gebracht, alsdann */, Stunden auf 75° ey 
wirmt, Darauthin wird mit n/20 Citrat-HCl-Puffer py 2,0 und mit eine: 


Lésung von 0,3 g Pepsin in 5,0 cem H,O auf ein Volumen von 100 cem aut 
gefiillt. Versuchszeit 48 Stunden. Temperatur 40°. Nach dieser Zeit wird aut 
pu = 8,3 umgepuffert und 4,0ccm einer Lésung von .200 mg Trypsin 
aktiviert mit 40mg Enterokinase zugegeben. Versuchszeit 48 Stunden. 
Temperatur 40°, Beziiglich der angewandten Enzyme und deren Wirk- 
samkeit verweisen wir auf unsere I. Mitteilung. Am SchluB des Versuchs 
befand sich im Kolben nur ein geringfiigiger Bodensatz und die iiberstehende 
Lésung war leicht getriibt. Eine kleine Menge einer herausgenommenen 
Probe gibt mit heiBer Trichloressigsaure nur eine geringe Flockung. Fs 
wurde nun zentrifugiert (400 Touren/Min.), der Bodensatz wie iiblich ze- 
trocknet und die iiberstehende Lésung wie iiblich gefallt. Die Fallung ist zu 
naichst feinflockig, dann ballt sie sich zusammen, wird schmierig und ist 
hygroskopisch. Die Fallung wurde nochmals in 20 ccm H,O aufgenommen, 
sie ist spielend léslich. Nach erneuter Alkohol-Atherbehandlung wird im 
Exsikkator getrocknet. Ausbeute: 0,358 g. 


II. Fdllung. 1,0g der Fallung wurde ahnlich behandelt. Es wurden 
0,25 g Pepsin, aber kein Trypsin zugegeben. Das Ergebnis des Versuclis 
findet sich in der nachfolgenden Tabelle II. 


Tabelle II. 





Nach Versuch 
Vor Versuch ( ————__——_-——_ — 
Riickstand Fallung 





Proteine eines { | Riickstand....... 2,0 g 0,03 g 0.357 
Gallertkrebses | | Fallung ......... - 0,06 g 0,415 


f 
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versuch IIT. Das Verhalten der Proteine von Brown-Pearce-Tumoren 
gegen eine wiederholte Einwirkung von Pepsin. 


Tumormaterial. Die nach dem iiblichen Verfahren gewaschenen 
und getrockneten Riicksténde von sechs Tumoren wurden zusammen 
yerarbeitet.. Die einzelnen Tumoren wurden wieder histologisch unter- 
sucht. Sie waren meist gut erhalten und bestanden im Durchschnitt 
zu 2/, aus solidem Carcinomgewebe und zu 1/, aus Nekrosen. 


Ansatz, 36g Protein wurden mit etwa 150cem H,O verriihit und 
mit verdiinnter HCl auf py = 1,80 eingestellt, '/, Stunde auf 85° erhitzt 
und schlieBlich mit 3,6 g Pepsin (gelést in H,O) versetzt und das Gesamt- 
volumen auf 300 cem gebracht. Nach 24 Stunden Einwirkung bei einer 
Temperatur von 40° wurde zentrifugiert (4000 Umdr,. Min.) und der dabei 
verbleibende Riickstand wiederum getrocknet und gewogen. Ausbeute: 5,0 g. 
Diese 5,0 g wurden erneut in derselben Art mit 0,5 g Pepsin versetzt; nach 
weiteren 24 Stunden Einwirkung bei py = 1,8 und 40° Thermostatentem- 
peratur verblieben nunmehr 2,8 g Riickstand. Diese 2,8g¢ Riickstand wurden 
schlieBlich nochmals der Einwirkung von Pepsin ausgesetzt: 0,28 g Pepsin 
(gelést in 5,0 cem H,O) zugesetzt zu der auf py 1,8 eingestellten Suspen- 
sion von 2,8 g Protein in 4,5cem H,O. Nach 24stiindiger Einwirkung ver- 
blieben nunmehr nach Zentrifugieren und Trocknen 1,5 g. Die vereinigten 
iiberstehenden Lésungen, die nach der dreimaligen Pepsinbehandlung ver- 
blieben, wurden mit 4 Teilen Alkohol versetzt. Es entstand eine Flockung, 
welche nach Trocknung 1,91 g ergab. Von diesen 1,91 g der Fallung waren 
nach entsprechender einmaliger Pepsineinwirkung noch 0,32 g fallbar. Eine 
Zusammenfassung dieses Versuchs findet sich in der folgenden Tabelle III. 


Tabelle III. 





Nach der Nach der Nach der 
Vor Versuch 1. Einwirkung 2. Einwirkung 3. Einwirkung 
von Pepsin von Pepsin von Pepsin 


Riickstand der Brown- 
; Pearce-Tumoren .... 38,0 g 5.0 g 2,8; 15g 
| Gefalltes Protein aus 
' den Pepsinansatzen 1,91¢g 0,32 g 


Versuch IV. Die Hydrolyse verschiedener carc.nomatdser 
und nichtcarcinomatéser Gewebe durch Pepsin. 


Nach dem gleichen Schema des oben beschriebenen Versuchs III 
} wurden auch noch mehrere andere Proteine aus den folgenden Fallen 
_ untersucht: Menschliches Lebercarcinom, Lebercirrhose, Shopesches 
' Kaninchenpapillom, carcinomatéser Lymphknoten, normale mensch- 


' liche Leber aus einem Carcinomfall. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV 


' zuisammengestellt. 
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Tabelle 





in g 
Menge der 
Pu 

Ansitze 


Fillung 
der Einwirk 


Angewandtes 
Protein in g 
des Pep: 


der Einwirk 
der 


Leber Ca ,,Stus, Fallung ... 2mal0,8 0,35 0,13 
Leber Ca ,,Stus, Riickstand 2 ig: A “BES 0,28 
Cirrhose-Leber ,,Stu‘‘, Fallung 2 OB! «0,2 0,05 
Cirrhose-Leber ,,Stu“, Riick- 

stand > os > OB! OLOb 0,03 
Carcinomatése Lymphknoten 0,3+-0,15 0,08 | geringe 
Menschliche Normalleber, Triibung 

Riickstand 0 01+0,05 0,05 7 
Shopesches Kaninchenpapil- 

lom, Riickstand 1,0+0,5 0.93 a 
Shopesches Kaninchenpapil- 

lom, Fallung 3,0 0,3+0,15 Kein 0,07 
Brown-Pearce-Tumor, Kanin- Rickstand 

chen Nr. 8578 4,0 0,2+0.2 0,45 0,10 
Lebermetastasen ,,Ne“, Riick- 

stand 250 25,0+-7,0 71 15,22 
Lebermetastase .,Ke** 3,0 0,3-+-0,05 0,08 0,24 
Lebercirrhose ,,Ra‘*, Fallung 20,0 2,0 1,48 0,24 
Normalleber ,,Scha*, Fallung | 10,0 1,0 0,60 2,39 
Metastasen ,,Scha‘, Fallung | 10,0 1,0 0,12 0,18 
Lebercirrhose ,,Ra*, 2iick- 

stand 50,0 5,0 19,6 1,47 








